Synthese van potentiële neuraminidaseremstoffen: derivaten van neuraminezuur en analoge verbindingen by Paerels, G.B.






The following full text is a publisher's version.
 
 





Please be advised that this information was generated on 2017-12-06 and may be subject to
change.
SYNTHESE VAN POTENTIËLE 
NEURAMINIDASEREMSTOFFEN 
DERIVATEN VAN NEURAMÌNEZUUR 
EN ANALOGE VERBINDINGEN 
G. B. PAERELS 

SYNTHESE VAN POTENTIËLE 
NEURAMINIDASEREMSTOFFEN 
Derivaten van neuraminezuur 
en analoge verbindingen 
Promotor: Prof. Dr. F. W. Zilliken 
2 
SYNTHESE VAN POTENTIËLE 
NEURAMINIDASEREMSTOFFEN 
DERIVATEN VAN NEURAMINEZUUR 
EN ANALOGE VERBINDINGEN 
. PROEFSCHRIFT 
TER VERKRIJGING VAN DE GRAAD VAN 
DOCTOR IN DE WISKUNDE EN NATUURWETENSCHAPPEN 
AAN DE KATHOLIEKE UNIVERSITEIT TE NIJMEGEN, 
OP GEZAG VAN DE RECTOR MAGNIFICUS T. A. BIRRELL, 
HOOGLERAAR IN DE FACULTEIT DER LETTEREN, 
VOLGENS HET BESLUIT VAN DE SENAAT 
IN HET OPENBAAR TE VERDEDIGEN OP 
VRIJDAG 3 JULI 1964 
DES NAMIDDAGS TE 4 UUR 
DOOR 
GERARD BERNARD PAERELS 
GfflOREN TE MAKASSAR 
DRUKKERU "DE CIRKEL" - BUSSUM 
1964 
Bij het verschijnen van dit proefschrift wil ik mijn erkente-
lijkheid betuigen aan degenen, die aan de totstandkoming hier-
van hebben bijgedragen: Dr. H. D. Moed voor zijn stimulerende 
belangstelling, de heren H.W.Geluk en J. Schut voor hun voor-
treffelijke medewerking. Drs. Th. A. C. Boschman voor advie-
zen betreffende het biochemische gedeelte,Dr .J.L.M.A. Schlat-
mann voor zijn hulp bij het gereedmaken van dit proefschrift 
en de Directie van de N. V. Philips-Duphar voor de toestem-
ming dit onderzoek in deze vorm te mogen publiceren. 
Aan mijn ouders 
Aan Tineke 
I N H O U D 
HOOFDSTUK 1 blz. 
1.1. Inleiding 7 
1.2. Nomenclatuur 8 
1.3. Het voorkomen van de sialinezuren 8 
1.4. Neuraminidasen 12 
1.5. Doel van het onderzoek 13 
HOOFDSTUK 2 N-acetylneuraminezuur en derivaten 14 
2 .1 . Overzicht over de structuuropheldering, de 
synthese en de bepaling van N-acetylneura-
minezuur 14 
2 .1 .1 . De basisstructuur 14 
2.1.2. De stereochemie 17 
2 .1 . 3. De synthese van N-acetylneuraminezuur 20 
2.1.4. Kleurreacties 22 
2.2. Een onderzoek naar de configuratie van 
methoxyneuraminezuur 24 
HOOFDSTUK 3 Isolatie van N-acetylneuraminezuur 
en synthese van een aantal derivaten 29 
3.1 Algemeen gedeelte 29 
3.2 Experimenteel gedeelte 30 
5 
HOOFDSTUK 4 3-deoxy-aldulosonzuren 38 
4 .1 . 3-deoxy-hexulosonzuren 38 
4.2. 3-deoxy-heptulosonzuren 43 
4 .2 .1 . Het 3-deoxy - D - a r a b i n o -heptulosono-
1,4-lacton 47 
4. 2. 2. Het 3-deoxy-l-imino-D - a r a b i n o -
heptulosono-l,4-lacton 62 
4. 2. 3. De chromatografische zuivering van het 
3-deoxy- D - a r a b i n o - heptulosonzuur 66 
4.2.4. De l y x o - r e e k s 67 
4.3. Derivaten van de 3-deoxy-aldulosonzuren 68 
HOOFDSTUK 5 Experimenteel gedeelte 81 
HOOFDSTUK 6 Resultaten van neuraminidase-
remmingstest 95 
6 .1 . Methode 95 
6.2. Resultaten 96 
6.3. Discussie 97 
Summary 101 
Literatuurlijst 103 
Register van nieuwe verbindingen 107 
HOOFDSTUK 1 
1.1. I n l e i d i n g 
Een nieuwe klasse van verbindingen werd ontdekt, toen in 1936 
de Zweedse onderzoeker Blix1 door milde hydrolyse een kris-
tallijn zuur isoleerde uit runderspeekselklier mucine. Deze 
verbinding, waaraan door Blix2 later de naam sialinezuur werd 
gegeven naar het Griekse woord voor speeksel, bleek een po-
lyhydroxyzuur met reducerend vermogen te zijn en bevatte twee 
acetyl groepen waarvan één aan een amino groep gebonden is. 
In 1941 wist Klenk3 uit de lipide fractie van hersenweefsel door 
behandeling met methanolisch HCl een kristallijne stof te ver-
krijgen, welke hij neuraminezuur noemde. Deze verbinding 
bevatte een methoxyl groep, welke evenwel door de methano-
lyse was ingevoerd, reden waarom Klenk4 de naam later wij-
zigde in methoxyneuraminezuur. 
Deze stof vertoonde overeenkomst met de verbinding van Blix. 
Sindsdien zijn vooral na 1950 door diverse onderzoekers uit 
vele natuurlijke materialen stoffen geïsoleerd, welke verwant 
bleken te zijn aan neuraminezuur. Deze verbindingen werden 
namen gegeven, welke afgeleid waren van de bron van herkomst 
zoals: hemataminezuur uit erythrocyten5, gynaminezuur uit 
humane melk6 en meconium?, lactaminezuur uit colostrum8. 
Blix c. s. 9 onderscheidden de sialinezu-
ren, welke zij uit de submaxillar is mu-
cinenvan een aantal diersoorten isoleer-
den en die in samenstelling verschilden, 
door een letter : В (ovine) sialinezuur, 
P(orcme) sialinezuur, O (vine) sialine­
zuur, £ (quine) sialinezuur. 
Een overzicht van deze verschillende na-
men en de onderlinge relatie van de ver-
bindingen, waarop zij betrekking hebben, 
І8 te vinden In een artikel van Zilliken 
èn WhitehouselO. 
Jn fig. 1 Is de structuur, waarvan de op-
heldering іц hoofdstuk 2 zal worden be­
















woordiger van deze groep : het N-acetylneuraminezuur weer-
gegeven. 
Hieruit blijkt,dat deze stoffen behoren tot de klasse van de 3-
deoxy-aldulosonzuren, welke ook, evenwel zonder stikstof, 
bij micro-organismen voorkomen. De sialinezuren kunnen vol-
gens hun structuur met de naam nonulosaminezuren worden 
aangeduid. 
1.2 N o m e n c l a t u u r 
Nadat de basisstructuur van de nonulosaminezuren was opge-
helderd en de onderlinge relatie van de onder de verschillen-
de namen in de literatuur beschreven verbindingen was vast-
gesteld, is door Blix, Gottschalk en Klenkll en door Zilliken 
en WhitehouselO een nomenclatuur voorstel gedaan om aan de-
ze verwarring een eind te maken. Volgens dit voorstel wordt 
de naam neuraminezuur toegekend aan de ongesubstitueerde 
basisstructuur, welke tot dusver niet is geïsoleerd. 
De verschillende derivaten worden benoemd door de naam van 
de substituent voor het woord neuraminezuur te plaatsen, b. v. 
N-acetylneuraminezuur, O.N-diacetylneuraminezuur, metho-
xyneuraminezuur. De naam sialinezuren is de groepsnaam 
voor alle geacyleerde neuraminezuren. Deze nomenclatuur 
wordt tegenwoordig door de meeste auteurs gevolgd en is ook 
in dit proefschrift gebruikt. Voor de eveneens te bespreken 3-
deoxy-hexulo- en heptulosonzuren en hun derivaten zijn de no-
menclatuurregels voor koolhydraten gevolgd,welke in het Jour-
nal of Organic Chemistry zijn gepubliceerd^. 
1.3 H e t v o o r k o m e n van de s i a l i n e z u r e n 
De sialinezuren komen zeer verbreid bij mens en dier voor, 
glycosidisch gebonden in 3 typen van verbindingen: 1 glyco-
proteinen; 2 glycolipiden; 3 Oligosacchariden. 
Bij alle sialosiden, waarvan de structuur geheel of gedeelte-
lijk bekend is, is het sialinezuur steeds eindstandig glycosi-
disch gebonden aan galactose of N-acetylgalactosamine. 
De verhouding, waarin de verschillende sialinezuren voorko-
men, varieert met de soort. Bij de mens is tot dusver uitslui-
tend het N-acetylneuraminezuur gevonden. De genoemde 3 ty-
pen van verbindingen worden hieronder in het kort besproken. 
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Een uitgebreider overzicht over het voorkomen van de siali 
nezuren is te vinden in het artikel van Zilliken en Whitehousel' 
en in een monografie van Gottschalk-'-^. 
1.3.1. Glycoproteinen 
Deze proteïnen bevatten één of meer oligosaccharideketens 
Bij vele van deze eiwitten is een sialinezuur eender bouwste 
nen van de oligosaccharideketen. Deze verbindingen wordei 
sialoproteinen genoemd. Zij worden aangetroffen^ o. a. ii 
serum, epitheliale secretieproducten van het respiratoire-, 
gastrointestinale- en urogenitale stelsel, erythrocyten, he 
wit van kippeëieren etc. 
Door Gottschalk с. s. 14 is aangetoond, dat het sialinezuur ii 
de mucoproteinen voorkomend in luchtwegen en spijsverte 
ringsstelsel eenbelangrijke bijdrage tot de viscositeit van de 
ze stoffen levert. Door de onderlinge afstoting van de negatie 
geladen carboxyl groepen verkrijgt het molecuul een s tarn 
staafvorm. Verlaging van de pH van de mucine-oplossing to 
een waarde (1.8) onder de pK van N-acetylneuraminezuur (2.6) 
zodat de dissociatie van dit zuur wordt teruggedrongen, doe 
de viscositeit sterk afnemen. Dit proces is reversibel. Enzy· 
matische afsplitsing van het sialinezuur veroorzaakt een aan­
zienlijke vermindering van de viscositeit. In het veroorzakei 
van de hoge viscositeit van deze mucinen zou volgens Gott-
schalkl4 de biologische betekenis van de sialinezuren zijn ge­
legen. Deze mucinen hebben een beschermende en smerend· 
functie in luchtwegen en spijsverteringskanalen, die in hog< 
mate samenhangt met de viscositeit. 
Met de aanwezigheid van sialinezuur op het membraan vai 
erythrocyten hangt het verschijnsel samen van de haemagglu-
tinatie door virussen van de Myxogroep (influenza-, bof-, vo­
gelpest-en pseudo vogelpestvirus), dat het eerst door Hirstl ' 
is beschreven. Bij de haemagglutinatie van erythrocyten dooi 
influenzavirus hechten de virusdeeltjes zich via hun haemag-
glutininen aan de receptoren op de erythrocyten. Deze recep­
toren bevatten sialinezuur. De virusdeeltjes vormen hierbi 
als het ware bruggen tussen de rode bloedlichaampjes, waar­
door deze gaan samenklonteren. Bij 370C blijkt er elutie vai 
het virus op te treden, doordat op het virus een enzym aanwe­
zig is,dat de receptoren (sialinezuur) afsplitst. De aldus ver­
anderde erythrocyten zijn niet meer door hetzelfde virus to 
< 
agglutinatie te brengen. Het virus kan evenwel opnieuw met 
verse erythrocyten agglutineren. Door BriodylG en Hirstl? is 
gevonden, dat de enzymactiviteit van influenzavirus selectief 
vernietigd kan worden door verwarmen op 560C gedurende 30 
minuten, waarbij de haemagglutinatieeigenschappen behouden 
blijven (indicator virus). 
Vele sialoproteinen blijken nu in staat te zijn de haemaggluti-
natie door indicator virus te verhinderen. Men treft deze haem-
agglutinatieremstoffen aan o.a. in humaan serum (Francis 
inhibitoria),het wit van kippeëieren (ovomucineXS), de muc^-
nen uit urinerò en uit speekselklieren van runderen21 en scha-
pen22. De remwerking van deze mucoproteinen wordt vernie-
tigd door inwerking van het influenzavirus enzym onder afsplit-
sing van sialinezuur (Gottschalk23, Odm24, Klenk c. s. 2*). 
De structuur van de prosthetische groep van het mucoproteine 
uit nmder- en schapespeekselklieren is door Gottschalk en 
Graham26 opgehelderd: het bleek het disaccharide 6-sialo-
pyranosyl-N-acetyl-D-galactosamine te zijn. Door milde al-
kalische behandeling werd dit disaccharide afgesplitst. 
Bij het rundermucoproteine bestaat het sialinezuur voor 85% 
uit N-acetylneuraminezuur en 15% N-glycolylneuraminezuur, 
bij het schapemucoproteine is dit overwegend N-acetylneura-
minezuur. Behalve bij de virussen uit de Myxogroep wordt een 
enzym met overeenkomstige eigenschappen gevonden inde cu}-
tuurfiltraten van Vibrio cholerae. Dit enzym werd door Bur-
net27 Receptor Destroying Enzym (R. D. E. ) genoemd. 
Als voorbeelden van sialoproteinen, waarbij het afsplitsen van 
tiet sialinezuur de biologische werkzaamheid sterk doet ver-
minderen, mogen nog genoemd worden: Intrinsic factofZS, 
Gonadotrope hormonen^, Erythropoietine^O. 
1.3.2. Glycolipiden 
Jot deze groep behoren de gangliosiden, welke naam door 
JÜenk^ aan deze verbindingen is gegeven. Zij bestaan uit een 
vetzuur (overwegend stearinezuur), en een koolhydraatgedeel-
te. Pet koolhyclraatgedeelte bevat de suikers glucose, galac-
tose, N-acetylgalactosamine en sialinezuur. peze verbindin-
gen komen voor inhersenen3 en erythrocyten31. Klenk32 heeft 
het eerst opgemerkt, dat in gevallen van infantiele amauroti-
sche idiotie (type Tay-Sachs) het ganglioside gehabte van de 
hersenen aanmerkelijke ^oger is dan normaal. 
;o 
Aan de structuur opheldering van deze verbindingen is door 
vele groepen onderzoekers gewerkt. Hier zij volstaan met ver­
wijzingen naar het werk van de groepen van КІепкЗЗ en Kuhn34 
van de laatste jaren. De physiologische betekenis van deze 
stoffen is nog niet bekend. 
1. 3. 3. Oligosacchariden 
De eerste verbinding van dit type werd door Trucco en Caput-
t 035 geïsoleerd uit de melkklieren van ratten. Zij verkregen 
een trisaccharide bestaande uit lactose en N-acetylneurami-
nezuur. Kuhn en Brossmer36 isoleerden uit koecolostrum een 
trisaccharide bestaande uit lactose en Ο,Ν-diacetylneurami-
nezuur, dat door alkali zeer gemakkelijk de O-acetylgroep ver­
liest. Zij hebben ook de structuur van deze verbinding opge-
helderdS? : het N-acetylneuraminezuur is glycosidisch aan Сз 
van de galactoserest gebonden. Recent zijn door Kuhn en Gau-
be38 uit de dialyseerbare fractie van humane melk bovendien 
een 2 —• 6 isomeer van N-acetylneuraminyllactose en 3 zure 
pentasaechariden geïsoleerd en gedeeltelijk geïdentificeerd. 
De laatstgenoemden bevatten 1 mol N-acetylneuraminezuur, 
1 mol glucose, 2 mol galactose en 1 mol N-acetylglucosamine. 
Van deze verbindingen wordt het N-acetylneuraminyl (2-»3) -
lactose gemakkelijk door R. D. E. en influenzavirusenzym ge-
splitst, de ander zeer moeilijk. 
Door Zilliken,Braun enGyörgy? is gevonden,dat humane melk 
een groter gehalte aan sialinezuurhoudende verbindingen heeft 
dan koeinelk. Bij iedere soort heeft colostrum een hoger ge-
halte aan deze stoffen dan gewone melk. Onder deze in humane 
melk voorkomende sialosiden worden zeer actieve groeifacto-
ren voor Lactobacillus bifidus var. Penn. gevonden. 
Bij Escherichia coli K235 is een polymeer van N-acetylneura-
minezuur gevonden: colominezuur39. De structuur hiervan is 
nog onbekend. Watson с. s. 40 vermelden het voorkomen van 
een gemengd polymeer van sialinezuur en een hexosamine bij 
Neisseria meningitidis (groep С 1908). 
11 
1.4. N e u r a m i n i d a s e n 
(3. 2.1.18 N-acetylneuraminaat glycohydrolasen) 
In het voorgaande is reeds melding gemaakt van de sialosiden 
splitsende enzymen van de Myxo virussen en van Vibrio cho-
lerae. De naam neuraminidasen voor deze enzymen is afkom-
stig van Gottschalk41, die ook als eerste deze enzymen als 
glycosidasen identificeerde. Deze enzymen splitsen specifiek 
de ketosidisohe band van een sialinezuur met een suikerrest. 
Behalve bij Vibrio cholerae zijn neuraminidasen bij nog een 
aantal bacteriën gevonden. Voor een overzicht hiervan zij ver-
wezen naar de monographie van Gottschalkl3. Het neuramini-
dase van Vibrio cholerae is evenwel het best onderzocht. Ada 
en French42 en Mohr en Schramm43 slaagden erin dit enzym 
te zuiveren en te kristalliseren. De laatste jaren zijn neura-
minidasen ook gevonden in het chorion allantoismembraan van 
geëmbryoneerde kippeëieren vanaf de 13e bebroedingsdag44, 
in humaan serum in de Cohn fractie VI4 5 en in verschillende 
dierlijke organen (ratten)46. Deze enzymen blijken derhalve 
algemener voor te komen, dan aanvankelijk werd aangenomen. 
De biologische betekenis van de verschillende neuraminidasen 
is nog niet bekend. Door Walop47 is het eerst gevonden, dat 
neuraminidase van influenzavirus geremd wordt door N-ace-
tylneuraminezuur. Aangezien de splitsing van het substraat N-
acetylneuraminyl-lactose vrijwel volledig verloopt, is het dui-
delijk, dat de affiniteit van het N-acetylneuraminezuur veel 
geringer is dan van het substraat. Dit blijkt ook uit de door 
Wal op, Boschman en Jacobs48 bepaalde waarden van de Km 
(6. 10~4M) , de Michaelis Menten constante van het systeem: 
influenzavirus neuraminidase en het bovengenoemde substraat 
en de Ki(5.10-3M), de inhibitor constante van N-acetylneura-
minezuur, welke een maat voor de affiniteit zijn. Vergelijking 
van deze waarden laat zien, dat de affiniteit van het substraat 
8x groter is dan die van het N-acetylneuraminezuur. 
Het remmingseffect is dus slechts waarneembaar bij een veel 
hogere concentratie N-acetylneuraminezuur dan de substraat-
concentratie. Dit effect berust evenwel niet op een terugdrin-
gen van het evenwicht: substraat t» splitsingsproducten, om-
dat het andere splitsingsproduct lactose geen remming ver-
toont. Door Walop, Boschmann en Jacobs48 ia aangetoond .dat 
deze remming competitiefis. Het N-acetylneuraminezuur con-
curreert dus met het substraat om het actieve centrum van het 
enzym. Deze remming door het glycon gedeelte van het sub-
straat is bij glycosidasen een vaak voorkomend verschijnsel 
(productremming). 
Zo wordt het ook door Jermyn49 vermeld bij een onderzoek 
over een /3-glucosidase uit de schimmel Stachybotrys atra. 
1.5 D o e l v a n h e t o n d e r z o e k 
De remming van het influenzavirus neuraminidase door N-ace-
tylneuraminezuur vormde nu het uitgangspunt van het in dit 
proefschrift beschreven onderzoek. Het doel was de synthese 
van een aantal derivaten van neuraminezuur en enige 3-deoxy-
hexulo- en heptulosonzuren te onderzoeken met de opzet de 
remming van neuraminidase door deze stoffen te bepalen. 
Hierdoor zou mogelijk de betekenis van de verschillende groe-
pen van het N-acetylneuramine zuur molecuul voor de affiniteit 
van de ze stof voor het enzym zijn af te leiden. De synthese van 
de neuraminezuurdervitaten wordt in hoofdstuk 3 besproken. 
De 3-deoxy-aldulosonzuren en derivaten hiervan worden in de 
hoofdstukken 4 en 5 behandeld. De remming van de enzymacti-
viteit is een maat voor de affiniteit. De bepaling van de rem-
ming en de resultaten van deze test worden in hoofdstuk 6 be-
sproken. 
Tenslotte zou, indien een goede remstof gevonden zouworden, 
de mogelijkheid bestaan met behulp van deze remstof een on-




N-ACETYLNEURAMINEZUUR EN DERIVATEN 
2 .1 . O v e r z i c h t o v e r de s t r u c t u u r o p h e l d e r i n g , 
de s y n t h e s e en de b e p a l i n g v a n N - a c e t y l -
n e u r a m i n e z u u r 
2 .1 .1 . De basisstructuur 
De structuur van de sialinezuren is opgehelderd door het werk 
van verschillende groepen onderzoekers. Blix9 stelde de bru-
toformules vast van de verschillende door hem geïsoleerde s i -
alinezuren aan de hand van vele analysen: 
B - en E-sialinezuur (Ο,Ν-diacetylneuraminezuur) 
С i s ^ l P i o N (mol. gew. 351) 
O-sialinezuur (N-acetylneuraminezuur) 
CnHjgOgN (mol. gew. 309) 
P-sialinezuur (N-glycolylneuraminezuur) 
c l l H 1 9 o 1 0 N (mol. gew. 325) 
Methoxyneuraminezuur C^oH^gOgN (mol. gew. 281) 
De aequivalentgewichten zijn door middel van titraties bepaald. 
Door potentiometrische titratie bleek de aanwezigheid van één 
zure functie. 
De pK van N-acetylneuraminezuur werd op 2. 60 bepaald. 
Het is dus een vrij sterk zuur. Als functionele groepen vonden 
Blix9 en medewerkers één carboxylgroep, één reducerende 
groep, vijf hydroxylgroepen (in P-sialinezuur zes), waarvan 
één primair en één ten opzichte vande carboxylgroep a-stan-
dige hydroxyl- of ketogroep. 
De in de sialinezuren voorkomende aminogroep draagt een ace-
tylgroep, in P-sialinezuur een glycolylgroep. Daarnaast bevat-
ten B-en E-sialinezuur nog een labiele O-acetylgroep. Metho-
xyneuraminezuur bevat geen acetylgroepen, één primaire ami-
nogroep, één methoxygroep en heeft geen reducerende eigen-
schappen. Het is het methylglycoside van neuraminezuur. 
Deze eigenschappen van methoxyneuraminezuur zijn eveneens 
door Klenk c. s. 50 vastgesteld. 
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Op grond van de elementair analysen kwa- COOH 
men deze onderzoekers echter tot een sa- « n r 
menstelling C11H21O9N in plaats van Οχο ι 
H^gOgN voor methoxyneuraminezuur. CH2 
In het bijzonder heeft het te laag gevonden нггш 
stikstofgehalte (4. 5% in plaats van 5. 0%) «γ^Η 
de doorslag gegeven. Deze tegenstelling UCNHAC 
wefd eerst opgeheven, toen Weygand en +,' 
Hinno51 door afbraak met perjodaat uit V 
methoxyneuraminezuur een kristallijne HCOH 
verbinding verkregen .welke 2CHOHgroe- tìCOH 
peñ minder bevatte (op grond van het per- ] 
jodaatverbruik). De analyse van dit me- H2COH 
thoxyneuraminezuur min 2CHOH bleek 
ondubbelzinnig overeen te komen met de Fig. 2 
formule CgH^gOgN en dus geldt voor me-
thoxyneuraminezuur de formule CI0H19O8N. De structuur-
formule van N-acetylneuraminezuur (zonder de stereochemi-
sche details), die nu als juist wordt aanvaard, is voorgesteld 
door Gottschalk52 (fig. 2). 
Gottschalk53 had gevonden, dat bij verwarming met alkali van 
sommige tnucoproteinen α-pyrroolcarbonzuur kon worden ge­
ïsoleerd. Ook het splitsingsprodukt bij de behandeling van de-
ze tnucinen met het influenza virus enzym of met RDE lever-
de onder deze condities α-pyrroolcarbonzuur54. Kienken Fail-
lard55 toonden α-pyrroolcarbonzuur aan na N-acetylneurami­
nezuur met 40% NaOH opl00oC te hebben verhit. Gottschalk52 
concludeerde nu,dat inneuraminezuur een a-keto,y-hydroxy, 
δ-aminocarbonzuurstructuur moest voorkomen, welke tot deze 
α -fc>yrroolcarbonzuurvorming aanleiding kon geven (fig. 3). 
НОСИ CHo tic CH 
ι ι * Л и . 
^ с п С > НС С-СООН + 
(Нсбн)з ^Шг ö ^соон ^ t e t r o s e 
НоСОН i н 
η 
Fig.3 
be verbinding Ì is op te vatten als een aldo! cohdensatle Pro-
dukt van pyr odruivenzuur enhexosamlne. Gottschalk52,56 wist 
dit te bevestigen door α-pyrroolcarbonzuur te synthetiseren 
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uit glucosamine enpyrodruivenzuurbijpH 11 enlOO°C. De te-
trahydroxybutylrest wordt hierbij waarschijnlijk als tetrose 
afgesplitst analoog aan de afsplitsing van een tetrose bij de 
vorming van betaine uit glucosamine bij methylering hiervan 
met dimethylsulfaat en bariumhydroxyde57. Gottschalks for­
mule is in overeenstemming met de gevonden functionele groe­
pen en de brutoformule. Ook is hiermee het chemisch gedrag 
te verklaren: het is een vrij sterk zuur (pK 2.60) door de aan­
wezigheid van een ot-ketogroep. Met semicarbazide wordt een 
semicarbazon gevormd, dat een U. V.-spectrum met ma­
ximum bij 250 ту vertoont kenmerkend voor a-ketozuren+). De 
sialinezuren zijn voorts zeer gevoelig voor verwarming in 
zuur milieu, welke gevoeligheid ook gevonden wordt bij de 2-
deoxy suikers. De mogelijkheid pyrroolcarbonzuur te vormen 
onder invloed van alkali is reeds genoemd. 
De formule van Gottschalk werd door een aantal splitsings-
proeven bevestigd. 
1. Kuhn enBrossmer58 vermeldden de splitsing van N-acetyl-
neuraminezuur met nikkelacetaat in pyridine in N-acetyl-D-
glucosamine (als kristallijne stof geïsoleerd), CO2 en een 
onbekend С 2 stuk. 
2. Zilliken en Glick59 vonden de aldolsplitsing inpyrodruiven-
zuur (geïdentificeerd als 2,4 dïnitrophenylhydrazon) en N-
acetyl-D-glucosamine (geïsoleerd als kristallijne stof) door 
behandeling met alkali. Deze reactie verloopt dus naast de 
pyrroolcarbonzuurvorming. 
3. Heimer en Meyer 60 beschreven de enzymatische splitsing 
van N-acetylneuraminezuur in pyrodruivenzuur en N-ace-
tyl-D-glucosamine (chromatografisch aangetoond) met een 
enzym van Vibrio Cholerae (R. D. E. ). 
Tenslotte vonden Cornforth en GottschalkGl een synthese 
voor N-acetylneuraminezuur. Zij condenseerden oxaalazijn-
zuur met N-acétyl-D-glucosamine bij pH 11 en 20oC. 
Na een opwerking via chromatografische procedures konden 
zij het kristallijne zuur in 2% opbrengst isoleren. Dit bleek 
identiek te zijn met het natuurlijke. 
Kuhn en Brossmer 62 vonden nog een bevestiging van de 
structuur van Cl tot en met C4 vanneuraminezuur. N-ace-
tylneuraminezuur levert door behandeling met aethylmer-
captaan in geconcentreerd zoutzuur het diaethyl dithioace-
+) Eigen waarneming. 
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taal in goede opbrengst. Deze stof is een y-lacton. Na r e ­
ductie met Raney nikkel van de dithioacetaalgroep tot CH2 
oxydeerden Kuhn en Brossmer het verkregen desthiolacton 
met geconcentreerd salpeterzuur. Als reactieprodukt kon­
den zij barnsteenzuur isoleren en identificeren. 
2.1. 2. De stereochemie 
De stereochemie van N-acetylneuraminezuur leek vastgelegd 
wat betrof de C-atomen 5, 6, 7 en 8 door de bovengenoemde 
relaties met N-acetyl-D-glucosamine. Kuhn en Brossmer63 
bepaalden de configuratie van C2 en C4. In dimethylsulfoxyde 
vonden zij een mutarotatie van (a)j) = -115° na 7 minuten 
naar -370 na 23 minuten en een eindwaarde van -24°. 
In de D-reeks betekent een opwaartse mutarotatie, dat de kris-
talli jne stof de β configuratie aan C2 bezit. De configuratie van 
C4 vonden zij met behulp van het reeds genoemde dithioace-
taallacton. Dit lacton heeft een draaiing (a!)D =-8З0, na hydro­
lyse met loog -lOO. 
Daar een δ-lacton uitgesloten is en een ε -lacton niet waar­
schijnlijk, betreft het hier een γ-lacton. Volgens de lacton-
regel van Hudson staat de lactonring in de Fischer projectie 
formule naar links gericht, indien het lacton een grotere links 
draaiing vertoont dan het zuur. Op grond van deze regel zou 
de OH groep aan C4 dan ook naar links gericht moeten zijn. 
De structuurverwantschap met N-acetylglucosamine bleek ech­
ter onjuist te zijn. Comb en Roseman°4 vonden in 1958, dat 
N-acetylneuraminezuur door een aldolase van Clostridium 
perir ingens werd gesplitst in pyrodruivenzuur en een N-acetyl 
hexosamine, welke zij als N-acetyl-D-mannosamine identifi­
ceerden. Met ditzelfde enzym wisten zij ook de synthese van 
N-acetylneuraminezuur te bewerkstelligen uit pyrodruivenzuur 
en N-acetylmannosamine en niet met N-acetylglucosamine. 
De verklaring van het feit, dat bij de vroegere splitsingen glu­
cosamine werd gevonden, ligt in de onder de alkalische om­
standigheden van deze reacties optredende epimerisatie van 
het aanvankelijk gevormde N-acetylmannosamine. 
Rosemanen Comb*55 hebben deze epimerisatie aangetoond. Dit 
is ook gedaan door KuhnenBrossmer^^, die tevens hun vroe­
gere splitsing van N-acetylneuraminezuur met pyridine-nik-
kelacetaat herhaalden en aantoonden, dat hierbij inderdaad pr i­
mair N-acetylmannosamine ontstaat. 
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Deze epimerisatie verklaart ook, waarom bij de synthese van 
N-acetylneuraminezuur uit oxaalazijnzuur en N-acetylgluco-
samine, welke bij pH 11 wordt uitgevoerd, een produkt wordt 
verkregen, identiek met het natuurlijke. Wij hebben voor de-
ze verklaring een bevestiging gevonden door N-acetylneurami-
nezuur te synthetiseren volgens de methode van Cornforth zo-
wel uitN-acetylglucosamine als uit N-acetylmannosamine. De 
identiteit van de verkregen stoffen werd vastgesteld door mid-
del van: aequivalent gewichten, specifieke rotaties, Rf waar-
den bij papierchromatografie, intensiteiten van de Ehrlich 
kleurreactie (zie 2. 4. kleurreacties), I. R. -spectra en Rönt-
gen poederdiagrammen67. De beide stoffen vertoonden ook ge-
lijke remming van influenza virus neuraminidase. Het voor 
deze synthese benodigde mannosamine werd bereid volgens de 
methode van Kuhn en Bister68. 
Bij deze synthese ontstaat in hoofdzaak glucosamine, waar-
door, na acetyleren, slechts weinig N-acetylmannosamine ter 
beschikking stond voor de N-acetylneuraminezuur bereiding. 
Dit zou de reden kunnen zijn (tengevolge van relatief grote op-
werkingsverliezen), dat onze opbrengst (1-2%) niet hoger was 
dan bij de synthese, uitgaande van N-acetylglucosamine. 
Cornforth en Carroll69 hebben gevonden,dat bij synthese uit-
gaande van N-acetylmannosamine, inderdaad een opbrengst 
verhoging tot ca 11% optreedt. Hieruit volgt tevens, dat de con-
densatiereactie met oxaalazijnzuur sneller verloopt dan de epi-
merisatie. Of er ook een isomeer van N-acetylneuraminezuur 
met gluco configuratie ontstaat, is niet bekend. Zoals bij de 
onder 2 .1 .1 . genoemde splitsingsproeven is vermeld, hebben 
Heimer en Meyer^O na enzymatische splitsing van N-acetyl-
neuraminezuur het gevormde N-acetylhexosamine chromato-
grafisch met N-acetylglucosamine geïdentificeerd. De verkla-
ring hiervoor is , dat N-acetylmannosamine in het door hen ge-
bruikte systeem vrijwel dezelfde loopsnelheid heeft als N-ace-
tylglucos amine. 
Comb en Roseman"'* konden deze beide acetyl aminosuikers 
onderscheiden door het papier met een boraatbuffer te behan-
delen, waarna een duidelijk Rf verschil optrad: N-acetylman-
nosamine loopt langzamer dan N-acetylglucosamine. Wij heb-
ben nu de enzymatische splitsingsproef van Heimer en Meyer 
nagewerkt en door middel van de chromatografie op "boraat-
papier" aangetoond, dat bij deze splitsing inderdaad N-acetyl-
mannosamine ontstaat?0. Epimerisatie bleek onder deze con-
dities niet aantoonbaar. Op grond van de bovengenoemde 
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gegevens komt men dus tot 
de volgende formule (fig. 4), welke 
bij dit onderzoek vooral als le id-






I Zeer recent is echter een publica-
tie van Kuhn en B r o s s m e r 71 v e r -
schenen, waarin wordt aangetoond, 
dat de hydroxylgroep van C4 naar 
rechts gericht i s . Het bewijs is als 
volgt gegeven: 
Het desthiolacton, verkregen 
door reductie met Raney-Ni van 
het dithioacetaal van N-acety l -
neuraminezuur werd ,na deace-
tyleren met bar ie t , met per jo-
daat geoxydeerd, waarbij de C-C binding tussen C5 en C6 
werd verbroken en een aldehyde (fig. 5-1) ontstond. 
Reductie van de aldehyde- en lactongroep met NaBH4 l eve r -







































HC - О,, / С Н з 
CO2CH3 H2C - CT ^ С Н з 
Fig.5-IV 
De configuratie van deze stof is op twee manieren door synthe­
se bevestigd. 
1. L-glutaminezuur werd met HNO2 in L-a-hydroxyglutaar-
zuur omgezet. Na veres ter ing van het lacton met diazome-
thaan,werd de lacton-methylester (fig. 5-III) door reductie 
met LÍAIH4 in het pentaantriol (fig. 5-II) omgezet. 
2. 2,3-Isopropylideen-D-glyceraldehyde leverde via een Wit-
tig reac t ie met broomazijnester de e s t e r van een α, β on­
verzadigd dihydroxyzuur (fig. 5-Г ). 
Na hydrer ing van de dubbele binding, afsplitsing van de i so-
propylideengroep met zuur en reductie van de e s t e r met 
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LÌAIH4 werd weer het pentaantriol verkregen. Dit is het 
S(-)-pentaantriol-l,4,5. Hieruit volgt dus, dat de lacton-
regel van Hudson niet opgaat voor het dithioacetaallacton 
(en het desthiolacton) van N-acetylneuraminezuur. Aan een 
molecuulmodel is nu te zien, dat aile grote groepen equatori-


















In fig. 6 is de uiteindelijke structuur weergegeven inde Fischer 
projectieformule en in perspectief. 
N-acetylneuraminezuur is dus het: 5-acetylamino-3, 5-dideo-
xy- D - g l y c e r o - / 3 - D - g a l a c t o - nonulosonzuur. 
Overzichten van de structuurbepaling en de nog te noemen 
kleurreacties zijn te vinden in een artikel van Zilliken en Whi-
tehouse10 en in de monografie van Gottschalk13. 
2 .1 . 3. De synthese van N-acetylneuraminezuur 
In het voorgaande is de synthese van Cornforth en Gottschalk^1 
reeds genoemd en ook de opbrengst verhoging ten gevolge van 
het gebruik van N-acetylmannosamine^^. Een aanmerkelijke 
verbetering van déze synthese is door Kuhn enBaschang^S be-
schreven. Door condensatie van de ditertiaire butylester van 
oxaalazijnzuur en N-acetylmannosaminewerd een carbotert.-
butoxylacton verkregen (fig. 7-1). Door verhitten met water 
H H 
HNAc 
Н О Л ^ ^ > СзН7Оз 
Fig. 6-П 
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ontstond hieruit onder afsplitsen van isobuteen enC02 het 1,4 












































Hydrolyse van dit lacton met alkali leverde het vrije zuur op. 
De opbrengstbetrokken op N-acetylmannosamine bedroeg 34%. 
Behalve N-acetylmannosamine kon met bijna gelijke opbrengst 
de 4,6-benzylideenverbinding van N-acetylglucosamine ge­
bruikt worden. Hierbij treedt bij de condensatie epimerisatie 
tot de m a n n o configuratie op. Evenals het 1,4-lacton van 
het 3-deoxy-heptulosonzuur en analoge verbindingen, welke in 
hoofdstuk 4 besproken zullen worden,is het 1,4-lacton van N-
acetylneuraminezuur overwegend in enolvorm. 
Het is dus te verwachten, dat dit lacton dezelfde chemische 
eigenschappen zal hebben en in waterige oplossing bij neutra­
le pH's zeer instabiel zal zijn (zie hoofdstuk 4). Door splitsen 
van de dubbele binding met ozon verkregen Kuhn en Baschang 
uit dit lacton 3 - a c e t y l a m i n o - 3 - d e o x y - D - g l y c e r o - D - g a -
l a c t o - h e p t o s e , welke stof reeds eerder door hen gesynthe­
tiseerd was73. Dit resultaat wijst eveneens op de in de projec­
tieformule naar rechts gerichte stand van de OH groep aan C4 
van N-acetylneuraminezuur en vormde waarschijnlijk de aan­
leiding voor het bovengenoemde structuuronderzoek van Kuhn 
en Brossmer? 1 . Behalvehethier genoemde lacton van N-ace­
tylneuraminezuur hebben Kuhn en Baschang^ papierchroma-
tografisch nog de drie andere mogelijke isomeren aangetoond. 
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2. 1. 4 . Kleurreacties 
De sialinezuren zijn door middel van een aantal kleurreacties 
aan te tonen. De meest bekende worden hier in het kort be-
sproken. 
a. De directe Ehrlich reactie 
De sialinezuren geven bij verwarmen met Ehrlichs reagens 
(p-dimethylaminobenzaldehyde in zoutzuur) een purperen 
kleur. Zij onderscheiden zich hierin van de N-acetylhexo-
saminen, welke deze kleur eerst na voorbehandeling met 
alkali geven (indirecte Ehrlich). 
Door Kuhn en Krüger^ is aangetoond, dat van deze laat-
ste reactie de chromogenen furan derivaten zijn. N-acetyl-
neuraminezuur levert na alkali-behandeling met Ehrlichs 
reagens reeds zonder verwarming een purperen kleur. Dit 
kan ondermeer door het gevormde pyrroolcarbonzuur ver-
oorzaakt worden. Naar analogie hiermee neemt GottschalklS 
aan, dat ook het chromogeen van de sialinezuren in de di-
recte Ehrlichreactie eenpyrroolderivaat is. Het absorptie-
spectrum van de Ehrlichkleur vertoont maxima bij 530 en 
565 m\i. Het laatste wordt bij kwantitatieve bepalingen ge-
bruikt. 
b. De Bialreactie 
Biais orcinolreagens geeft met de sialinezuren een blauw 
purperen kleur. Svennerholm75 heeft deze methode verbe-
terd o. a. door gebruik te maken van resorcinol. Bij kwan-
titatief werkwordt de extinctie gemeten bij 575 en 680 ιημ. 
De aanwezigheid van andere suikers kan evenwel storen. 
c. Dische's diphenylaminereagens 
Deze methode levert eveneens een purperen kleur met de 
sialinezuren (λ max. 530 m\i). 2-deoxypentosen storen hier­
bij. Deze methode wordt nu minder toegepast dan de beide 
eerstgenoemde. 
d. De perjodaat-thiobarbituurzuurreactie 
De tegenwoordig meestal gebruikte kleurreactie voor de be-
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paling van N-acetylneuraminezuur is deperjodaat-thiobar-
bituurzuurreactie volgens de methode van Warren76. Deze 
bepalingsmethode is de meest gevoelige: hoeveelheden van 
1 μg/ml (ca -^тк mmol/ L) zijn nog te meten. 
Hetbijzondere van deze reactie is verder dat, in tegenstel­
ling tot de vorige methoden, de glycosidisch gebonden si-
alinezuren niet reageren. Deze kleurreactie berust op de 
afbraak van N-acetylneuraminezuur door perjodaat tot een 
chromogeen, dat met 2-thiobarbituurzuur tot een purper­
rode kleurstof met een scherp absorptie maximum bij 549-
550 ιημ gecondenseerd wordt. Deze reactie is het eerst toe-
gepastbij het 3-deoxy-heptulosonzuur77. Naar analogie met 
de perjodaat-thiobarbituurzuurbepaling van 2-deoxy-aldo-
sen van Waravdekar en Saslaw7 8, waarbij door de oxydatie 
met perjodaat malondialdehyde ontstaat, hetgeen met thio-
barbituurzuur eveneens een rode kleurstof (maar met een 
maximum bij 532 тц) geeft, neemt men aan, dat bij de sia-
linezurenende 3-deoxy-aldulosonzuren /3-formvlpyrodrui-
venzuur het chromogeen is. Door Kuhn en Lutz79 i
s
 dit zeer 
recent aangetoond, doordat zij de kleurstof van de Warren-
reactie kristallijn verkregen door condensatie van aethoxy 
-methyleen-pyrodruivenzuur enthiobarbituurzuur. De ana­
lyse van deze kleurstof was in overeenstemming met een 
condensatieproduct, ontstaan uit 2 mol thiobarbituurzuur 
en 1 mol /3-formylpyrodruivenzuur onder afsplitsing van 2 
mol water. Aangezien de aminogroep van de sialinezuren 
is geacyleerd, is de splitsing door perjodaat van de bin­
ding tussen C4 en C5 niet mogelijk. Warren76 voerde bij 
zijn methode de oxydatie uit in 3 molair phosphorzuur bij 
kamertemperatuur. Het extinctie verhogend effect van de­
ze hoge phosphorzuurconcentratie meende hij toe te moe­
ten schrijven aan de afsplitsing van de N-acetylgroep, waar­
na de aminogroep door perjodaat geoxydeerd kan worden 
onder splitsing van de C4-C5 binding. Dit lijkt niet waar­
schijnlijk: de aceetamidogroep is stabieler dan de glyco-
sidischebinding: het is immers mogelijkN-acetylneurami-
nezuur door zure hydrolyse bij 80oC van zijn glycosiden te 
isoleren,waarbij dus de glycosidische binding splitst ende 
amidebinding niet. Onder de condities van de Warrentest 
echter worden zelfs de glycosidische bindingen niet ge­
splitst. De sialosiden zijn negatief in deze test. AminoffSO 
heeft bovendien aangetoond, dat een zuur milieu bij de oxy-
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datie niet noodzakelijk is. Ter opheldering van de vraag op 
welke wijze de chromogeenvorming bij de perjodaat-thio-
barbituurzuurreactie van N-acetylneuraminezuur dan wel 
plaats vindt, hebben wij een onderzoek naar het reactiever­
loop verricht. 
Uit het perjodaatverbruik, dat op 3 mol per mol N-acetyl­
neuraminezuur bleef staan, volgde dat geen /3-formylpyro-
druivenzuur bij deze oxydatie wordt gevormd. Dit chromo-
geen moet ontstaan uit het resterende brokstuk (fig. 8) tij­
dens de condensatie met thiobarbituurzuur, welke door ko­
ken in verdund zuur geschiedt. Dit kon bevestigd worden 
met behulp van een modelstof: het methyl (methyl-/3-L-
t h r eo-hexos-4-een-pyranosid)uronaat (fig.9), welke een 
analogen is van het bovengenoemde brokstuk. Deze stof r e ­
ageert direkt met thiobarbituurzuur bij koken in zuurmilieu 
tot de rode kleurstof met max. bij 549 πιμ. Dit onderzoek 





























(II is de tautomere vorm) 
Fig.9 
2.2. E e n o n d e r z o e k n a a r de c o n f i g u r a t i e v a n 
m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r 
Dit methylglycoside van neuraminezuur wordt verkregen door 
N-acetylneuraminezuur (of mucine) met 5% methanolisch HCl 
op 105° gedurende drie uur te verhitten. 
De goed kristalliserende stof heeft een specifieke draaiing van 
-54. 50. Deze door ons gevonden waarde stemt goed overeen 
met de talrijke in de l i teratuur 5 0 genoemde waarden. Wij heb-
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ben getracht de vraag te beantwoorden, welk anomeer dit is. 
De voor de handliggende methode, om op grond van de draai-
ing hiervoor een oplossing te vinden, stuit op moeilijkheden. 
Er is slechts één anomeer gevonden. Van de natuurlijke laag-
moleculaire glycosiden van N - acetylneuraminezuur is ook 
slechts één anomeer bekend, waarvan de configuratie niet vast-
staat. Andere (synthetische) glycosiden zijn niet bekend. 
Vergelijkingsmateriaal ontbreekt dus. De draaiing van /3-N-
acetylneuraminezuur zou te vinden zijn door extrapolatie van 
de waarden gevonden bij mutarotatie63 ; evenwel blijft de draai-
ing van de a-vorm nog onbekend. Eenberekening vande draai-
ing van α- en /3-N-acetylmethoxyneuraminezuur op grond van 
de isorotatie regels van Hudson is dus niet mogelijk. Het is 
bovendien niet zeker,dat deze regels in het onderhavige geval 
opgaan. Wij hebben al gezien dat de lactonregel van Hudson in 
het geval van het dithioacetaalvanN-acetylneuraminezuur niet 
opgaat. Wij hebben nu naar andere methoden gezocht. Bij de 
potentiometrische titratie van methoxyneuraminezuur bleek de 
carboxylgroep een bijzonder lage pK te bezitten, nl. 1. 70. De 
pKvan N-acetylmethoxyneuraminezuur is 2. 60 (praktisch ge­
lijk aan die van N-acetylneuraminezuur). Wij zien hier dus een 
zeer duidelijke invloed van de aminogroep (als NH3+) op de 
zuursterkte van de carboxylgroep. 
Dit opvallende verschil in zuursterkte suggereerde een moge­
lijkheid langs deze weg de configuratie van methoxyneurami­
nezuur te bepalen. Door Orthner en Hein81 zijn de dissocia­
tie constanten bepaald van de carboxylgroepen van de isomere 
cis- en trans 4- aminocyclohexaancarbonzuren. Zij vonden, 
dat het trans isomeer een sterker zuur is dan de cis verbin­
ding. Deze 4-aminocyclohexaancarbonzuren vertonen een over­
eenkomst in structuur met het methoxyneuraminezuur. Bij de­
ze verbinding nemen de carboxyl- en de aminogroep eveneens 
een 1,4 positie in aan de pyranosidering. Aan een molecuul­
model is te zien, dat het trans isomeer overeenkomt met een 
^-glycoside en de cis verbinding met het a-anomeer. Naar te 
verwachten is, zalookhier een verschil inzuursterkte bestaan 
tussen het a- en het /3-anomeer. Door vergelijking van het pK 
verschil, dat gevonden wordt tussen methoxyneuraminezuur 
en N-acetylmethoxyneuraminezuur met de pK verschillen tus­
sen de 4-aminocyclohexaancarbonzuren en de respectievelijke 
N-acetyl dervivaten, zou wellicht zijn af te leiden of methoxy 
-neuraminezuur een cis-of een trans isomeer is. Nu zijn ech­
ter de verschillen in zuursterkte, die bij de neuraminezuur-
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derivaten gevonden worden (ook tussen het methoxyneuramine-
zuur min 2 CHOH en het N-benzoylderivaat is een dergelijk 
groot pK verschil gemeten) aanmerkelijk groter dan Orthner 
en Heinöl vonden tussen de 4-aminocyclohexaancarbonzuren 
en cyclohexaancarbonzuur. 
Hoewel verwacht kon worden, dat ook de pK verschillen tus-
sen de respectievelijke 4-aminocyclohexaancarbonzuren en de 
N-acetyl verbindingen belangrijk kleiner zullen zijn dan bij de 
neuraminezuurderivaten, zou een aanmerkelijk verschil bij 
een der isomeren gevonden een aanwijzing kunnen zijn voor 
een overeenkomst in structuur met methoxyneuraminezuur. 
In tabel 1 zijn de door potentiometrische titratie bepaalde pK 
waarden vermeld"*"). Er blijkt nu geen overeenkomst te zijn 
tussen de methoxyneuraminezuren en een der 4-aminocyclo-
hexaancarbonzuren. 
Voorde bereiding van de genoemde cyclohexaanderivaten zijn 
de voorschriften van Ferber en Brückner82 gevolgd; de syn-
these van de neuraminezuurderivaten wordt in hoofdstuk 3 be-
sproken. 
T a b e l 1 
4-aminocyclo-
hexaancarbonzuur 













hex. ca rb . zuur 
t rans 
idem, cis 
















+) Deze titraties zijn verricht op de research laboratoria van 
de N. V. Philips-Duphar door de heer A. H. Bierens. 
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Nu deze vergelijking met de 4-aminocyclohexaancarbonzuren 
geen uitspraak over de configuratie van methoxyneuramine-
zuur heeft opgeleverd, zijn de I. R. -spectra van N-acetylneu-
raminezuur en de geacetyleerde 4-aminocyclohexaancarbon-
zuren met elkaar vergeleken enhet I. R. -spectrum van metho-
xyneuraminezuur (en methoxyneuraminezuur min 2CHOH) met 
de spectra van de 4-aminocyclohexaancarbonzuren. 
In tabel 2 zijn de overeenkomstige banden weergegeven in cm~l. 
T a b e l 2 
N-acet. !Cis-N-acet. ! Trans-N-acet.! Band afk. van: 
neur. zuur ! amino cyclo- ! amino cyclo- ! 
! hex.carb.zuur ! hex.carb.zuur ¡ 
2621 ί 2509 ! + 2600 i COOH OH stret-
! ι ι ching 
1430 ! 1441 J 1428 j CH3 acetyl of CH2 
1372 ! 1381 ! 1372 j CH3 acetyl 
1313 ί 1305 ! 1316 ! COOH C-O 
¡ I I stretching 
! j ¡ OH 
! ! ! deformatie 
942 ! ¡ 945 ¡ COOH OH 
! ι 1 deformatie 
Μ. Ν. Ζ. j M. N. Z . - ¡ Cis-amino- ¡ Trans-amino 
¡ 2CHOH ¡ cyclohex. J cyclohex. 
j j carbonzuur J carbonzuur 
797 ! 796 ! - i 796 
978 ! 972 ! ¡ 982 






Bij de geacetyleerde aminozuren vinden we inderdaad een over-
eenkomst tussen N-acetylneuraminezuur (de kristallijne stof 
is de /3=transform) en het trans-N-acetylaminocyclohexaan-
carbonzuur. Echter is bij methoxyneuraminezuur wel enige 
overeenkomst met het trans aminocyclohexaancarbonzuur te 
vinden, doch doordat de herkomst van deze banden niet be-
kend is , kan hier geen zeker bewijs aan ontleend worden. De 
spectra zijn opgenomen in KBr, waardoor invloed van het kris-
talrooster op de ligging van de absorptiebanden aanwezig kan 
zijn. 
Metingen in apolaire oplosmiddelen zijn door de onoplosbaar-
heid van de neuraminezuurderivaten hierin onmogelijk. Het is 
niet mogelijk gebleken met zekerheid vast te stellen dat me-
thoxyneuraminezuur de /3-configuratie heeft. 
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H O O F D S T U K 3 
ISOLATIE VAN Ν-ACETYLNEURAMINEZUUR EN SYNTHESE 
VAN EEN AANTAL DERIVATEN 
3.1 A l g e m e e n g e d e e l t e 
De in dit hoofdstukbeschreven verbindingen zijn voor een deel 
in de literatuur genoemde en voor een deel nieuwe verbindin­
gen. Het N-acetylneuraminezuur is verkregen door isolatie uit 
runder- en schapespeekselklieren (gl. submaxillaris). 
De hiervoor gevolgde methode is een modificatie van die van 
Svennerholm83. Het uit de runder speekselklieren verkregen 
N-acetylneuraminezuur bevatte nog een geringe hoeveelheid 
O.N-diacetylneuraminezuur en verder N-glycolylneuramine-
zuur (7-10%). Door kristallisatie is deze laatste verbinding 
niet te verwijderen tengevolge van mengkristalvorming84. Het 
zeer geringe verschil in Rf waarden85 van deze stoffen biedt 
weinig gunstige perspectieven voor een chromatografische 
scheiding met bijvoorbeeld een cellulose kolom op preparatie-
ve schaal. Voor de bereiding van zuiverder N-acetylneurami­
nezuur is het beter van schapespeekselklieren uit te gaan, 
waarin overwegend N-acetylneuraminezuur voorkomt. Tenge­
volge van de betere verkrijgbaarheid is vooral van de runder-
klieren als grondstof gebruik gemaakt. Voor de bereiding van 
methoxyneur amine zuur en de hiervan afgeleide verbindingen is 
overigens de aanwezigheid van de andere sialinezuren niet be­
zwaarlijk, daar de acylgroepen afgesplitst worden. Voor het 
Ο,Ν-hexaacetylneuraminezuur werd van N-acetylneuramine­
zuur geïsoleerd uit schapeklieren gebruik gemaakt. 
Uitgaande van methoxyneuraminezuur hebben wij ook het me-
thoxyneuraminezuur min 2 CHOH bereid volgens de methode 
van Weygand en Rinno51. Van deze auteurs is ook deze naam, 
welke de herkomst weergeeft, afkomstig. Eenvoudigheidshalve 
zal hier denaam С γ-methoxyneuraminezuur worden gebruikt. 
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3.2. E x p e r i m e n t e e l g e d e e l t e + ) 
Voor de papierchromatogrammen werd Schleicher und Schuil 
2043 bm papier gebruikt. Loopvloeistof: butanol/azijnzuur/ 
water 4 :1 :1 , tenzij anders vermeld. 
De microanalysen werden uitgevoerd door de analytische afde-
ling van het Organisch Chemisch Laboratorium der Rijksuni-
versiteit te Groningen o.l.v. de heer W. Hazenberg en door de 
microanalytische afdeling van het Laboratorium voor Organi-
sche Scheikunde der Universiteit van Amsterdam o. 1. v. de 
heer P. J. Hubers. De overige analysen zijn uitgevoerd op de 
Research laboratoria van de N. V. Philips-Duphar o.l.v. drs . 
R. E. J. Esser. 
Isolatie"1"4") v a n N - a c e t y l n e u r a m i n e z u u r 
(5-acetylamino-3, 5-dideoxy-D - g l y c e r o - D - g a l a c t o -no-
nulosonzuur) 
5 kg van vet en bindweefsel ontdane runderspeekselklieren 
werden in een vleesmolen fijngemalen. Vervolgens werd met 
gedestilleerd water geëxtraheerd ( 5 χ 600 ml per kg gemalen 
klier) door oproeren van het gemalen weefsel met het water 
en 24 uren wegzetten onder tolueen in een koelcel. 
Na filtreren werden de verzamelde extracten in vacuo gecon­
centreerd. Ter verwijdering van aanwezige chloride ionen werd 
dit concentraat tegen water gedialyseerd, tot de binnenvloei-
stof chloride vrij was. (Deze chloride ionen storen de later 
volgende adsorptie van N - acetylneuraminezuur aan "Dowex 
2"). Na de dialyse werd de oplossing met zwavelzuur op pH 
1.5 gebracht en gedurende 2 uren op 80oC gehydrolyseerd. De 
nogwarme oplossingwerd met barietwater op pH 7.0 gebracht 
en het ontstane neerslag afgecentrifugeerd. Dit neerslag werd 
lx met warm water geëxtraheerd en weer afgecentrifugeerd. 
De overmaat barium ionen werd verwijderd door de oplossing 
over een kolom "Amberlite IR 120 H" te voeren. Daarna wer-
+) Met medewerking van de heren H. W. Geluk en J. Schut. 
++) Deze isolaties zijn uitgevoerd op de Research laboratoria 
van de N.V. Philips-Duphar o. 1. v. de heer J. Jacobs. 
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den de sialinezuren gebonden aan een kolom "Dowex гх-в" in 
formiaatvorm (ca 10 g "Dowex 2x-8" per g sialinezuur in het 
hydrolysaat,bepaald met de Ehrlich reactie). Elutie geschied­
de met 0.3 η mierenzuur, nadat de neutrale bestanddelen wa­
ren doorgelopen. Het Ehrlich positieve eluaat werd in vacuo 
bij 40-60oC badtemperatuur ingedampt en gevriesdroogd. Het 
nog aanwezige Ο,Ν-diacetylneuraminezuur werd nu omgezet 
in de monoacetyl verbinding door hydrolyse met barietwater 
bij pH 10 gedurende één uur op 65oc. Met een kolom "Amber-
lite IR 120 H" werden de barium ionen verwijderd, waarna weer 
in vacuo werd ingedampt (badtemp. < 60oc) tot een bijna ver-
zadigde oplossing. Na het toevoegen van 9 χ het volume aan 
azijnzuur kristalliseerde het N-acetylneuraminezuur bij 5oC 
uit. Zuivering geschiedde door kristallisatie uit water/azijn­
zuur 1:9. De verkregen kristalmassa werd af gezogen en met 
azijnzuur en aether gewassen. Opbrengst 9. 8 g; tweede kris-
tallisaat 0. 5 g. 
Gehalte Ο,Ν-diacetylneuraminezuur 0.4% (O-acetylgehaltebe­
paald met NH2OH — ЕеСІз volgens HestrinSe^N-glycolylneu-
raminezuur 8. 9% (bepaling volgens Klenk en Uhlenbruck87). 
Voor de tweede fractie bedroegen deze waarden resp. 0.9 en 
10. 2%. Aequivalent gew. eerste fractie 306 (ber. met boven­
genoemde gegevens 310); tweede fractie 329 (ber. 311). 
De isolatie uit schapespeekselklieren verliep op dezelfde wij­
ze. Uit 11.7 kg klier en werd 9.8 g N-acetylneuraminezuur ver­
kregen. Gehalte Ο,Ν-diacetylneuraminezuur 1.0%, N-glyco-
lylneuraminezuur 0. 9%. Aequivalent gew. 305 (ber. 309. 6). 
M e t h o x y n e u r a m i n e z u u r (methyl-5-aniino-3,5-dideoxy-
D - g l y c e r o - D - g a l a c t o - nonulopyranosidonzuur) 
De door ons gevolgde bereidingsmethode van methoxyneurami­
nezuur is analoog aan die van Weygand c.s. 88, Hierbij beviel 
het ons beter het sialinezuur eerst door zure hydrolyse uit het 
mucine vrij te maken, dan de methanolyse direct op het muci­
ne toe te passen, daar dit materiaal moeilijk watervrij te ma­
ken is. 
2.14 g ruw sialinezuur werd met 45 ml 5% methanolisch HCl 
in een cariusbuis 3 uren op 105-110oC verhit. De sterk ge­
kleurde oplossing werd ingedampt in vacuo en zo goed mogelijk 
drooggedampt ter verwijdering van het meeste HCl. Daarna 
werd 2 uren met 20 ml 2n ammonia gekookt ter verzeping van 
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de gevormde methylester . Na fi ltratie werd in vacuo ingedampt. 
De water ige oplossing werd vervolgens over een kolom "Dowex 
50 H" gevoerd, waarbij het methoxyneuraminezuur met de vri je 
NH2-groep gebonden werd. Door elutie met water kwam de stof 
weer vr i j . De Ehr lieh positieve fractie werd ingedampt tot een 
klein volume;na toevoegen van alcohol kr i s ta l l i seerde de stof 
uit, 0,68 g totaal. Zuivering geschiedde door herkr i s ta l l i sa t ie 
uit water/alcohol na fi ltratie over een laag met HCl gewassen 
AI2O3, waaraan de bruine kleur van de oplossing zich hecht. 
Opbrengst 410 mg. 
24 De gemeten draai ing (o;)D =-54. 5° is in overeenstemming met 
de l i teratuur . Hetaequivalentgewichtbepaald door potentiome-
t r i sche t i t ra t ie van de NH2 groep, bedroeg 288 (ber. 281). De 
stof is zeer hygroscopisch en kan 2 mol kr is ta lwater bevatten. 
Bij drogen in vacuo boven P2O5 daalde het gewicht met 11. 8% 
(ber. voor 2 mol H2O 11. 35%). 
N - a c e t y l m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r (methyl-5-acetyl-
amino-3,5-dideoxy- D - g l y c e r o - D - g a l a c t o - nonulopyra-
nosidonzuur) 
Door acetylering van de aminogroep van methoxyneuramine­
zuur werd deze stof verkregen. Het n-acetylmethoxyneurami­
nezuur wordt ook door Klenk c.s.50 genoemd. Zij vermeldden 
geen synthese. De bereiding geschiedde als volgt: 
58 mg methoxyneuraminezuur werd opgelost in 0.42 ml 2n 
NaOH. Hieraan werd toegevoegd 0.0625 ml azijnzuur anhydride. 
Het mengsel werd warm. Na 1. 5 uur staan bij kamertempe­
ratuur werd de oplossing over een kolom "Amberlite Ш 120 H" 
gevoerd ter verwijdering van de Na ionen en niet geacetyleerd 
methoxyneuraminezuur. Na indampen van het eluaat r e s u l t e e r ­
de een s troop, welke niet tot kr is ta l l i sat ie was te brengen. Op­
brengst na drogen boven KOH en P2O5 62. 5 mg. 
24 Aequivalent gew. 330 (ber. 323). (aifâ =-360C. 
N - b e n z o y l m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r (methyl-5-ben-
zoylammo-3, 5-dideoxy- D - g l y c e r o - D - g a l a c t o - nonulo-
pyr anos idonzuur ) 
De synthese van deze stof ging analoog aan die van het voor-
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gaande preparaat. 112. 8 mg (0. 4 mmol) methoxyneuramine-
zuur werd opgelost in 1 ml water. Hieraan toegevoegd 124. 6 
mg (L24 mmol) KHCO3 en 72 mg (0. 5 mmol) benzoylchloride. 
Het mengsel werd doorgeschud en Imi aceton toegevoegd. De 
oplossing werd helder en gasontwikkeling was waar te nemen. 
Nog 1 ml aceton werd toegevoegd en het mengsel bleef een 
nacht staan. Met 1 ml azijnzuur werd de pH op 3. 5 gebracht. 
Met 110 mg Ag2C03 werden de Cl~ionen verwijderd. Na fil-
treren werden de K+ionen en het niet omgezette methoxyneu-
raminezuur met een kolom "Dowex 50 H" weggenomen. (0 1.5 
cm, lang 12 cm). Het zure, Ehrlich positieve eluaat werd inge-
dampt tot klein volume en gevriesdroogd. Na drogen over 
P205werd een witte, amorfe stof verkregen, 126 mg. Kristalli-
satie is niet gelukt. Aequivalent gew. 407 en 409 (ber. 385). 
Het papierchromatogram vertoonde een lange vlek, Rf gem., 
0.40 (kleuring: CI2 + benzidine"1") blauwe vlek; ninhydrine90; 
negatief, geen vrije NH2 groep aanwezig). 
N - t r i f l u o r a c e t y l m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r 
(methyl-S-trifluoracetylamino-S, 5-dideoxy- D - g l y c e r o - D -
g a l a c t o - nonulopyranosidonzuur) 
Deze stof verkregen Klenk en Weygand c. s. 50 door inwerking 
van trifluorazijnzuuranhydride opmethoxyneuraminezuur. Wij 
hebben geheel dit voorschrift gevolgd. De stof werd als amor-
fe vaste stof geïsoleerd, smp. 152-153° (ontleding) lit. 154-158° 
(ontleding). Aequivalent gew. 376 (ber. 377. 3). 
Gevonden: N 3.9%, ber. voor Ci2Hi809NF3(377. 3) : N 3.72%. 
Papierchromatogram Rf gem.0.'42. but. /azijnzuur/water 4:1:5 
(kleuring: CI2 + benzidine blauwe vlek; ninhydrine: negatief). 
M e t h o x y n e u r a m i n e z u u r m i n 2CHOH 
C7-methoxyneuraminezuur (methyl-5-amino-3,5-dideoxy- Li-
a r ab i η o - heptulopyranosidonzuur) 
Deze stof is bereid volgens het voorschrift van Weygand en 
RinnoSl. Zij vermelden geen draaiing. Wij hebben een draai­
ing (ÛÎ)D = -66. 6° gemeten. Een gezuiverd preparaat leverde 
+) Reagens op amino en geacyleerde aminogroepen89. 
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de volgende analyse: 
aequivalent gew. 217 (ber.221.2) door potentiometrische titra­
tie van de NH2 groep. 
Gevonden: С 43.3; H 6. 9; О 43. 6; N б. 2; ОСНз 13. 9. 
Ber. voor CeHisOeN (221.2): 
С 43.44; Η 6.83; О 43.40; Ν 6. 33; ОСНз 14. 03. 
Hetbetaine karakter bleek voorts uit het IR-spectrum. De 
stof is zeer hygroscopisch. 
N - a c e t y l - C t r - m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r (methyl-5-
acetylamino-3,5-dideoxy- L - a r a b i n o - heptulopyranosidon-
zuur) 
Op analoge wijze als bij de С g verbinding is het C7-methoxy-
neuraminezuur geacetyleerd. 30 mg C7-methoxyneuramine-
zuur in 0.45 ml 2n NaOH opgelost, hierbij gevoegd 0. 75 ml 
azijnzuuranhydride. Na 18 uur staan werd de oplossing over 
een kolom "Dowex 50 H" (ca 5 ml) geleid. Het Ehrlich posi­
tieve eluaat ingedampt tot 1 ml. Daarna 2x met 10 ml abs. al­
cohol drooggedampt. Na drogen boven P2O5 resulteerde 28. 6 
mg amorfe stof. 
Gevonden: N 4.95%. 
Ber. voor CioH^OvN (263.2): N 5. 33%. 
Met ninhydrine geen uitgangsmateriaal aantoonbaar. 
N - b e n z o y l - C 7 - m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r (methyl-5-
benzoylamino-3,5-dideoxy-L-a r a b i n o -heptulopyranosidon-
zuur) 
De benzoylering geschiedt op dezelfde wijze als bij de Cg ver­
binding. 221 mg Cf-methoxyneuraminezuur in 2. 5 ml water 
opgelost. Toegevoegd 280 mg KHCO3 en 170 mg (0.14 ml) 
benzoylchloride. Na door schudden 2. 5 ml aceton toegevoegd. 
Nacht laten staan. Daarna met 2 ml azijnzuur pH op 4 gebracht. 
Met 220 mg Ag2C03 Cl~ionen verwijderd. Na filtreren oplos­
sing over kolom "Amberlite IR 120 H" gevoerd. Eluaat inge­
dampt in vacuo tot 20 ml en gevriesdroogd. 
Residu 2x met 15 ml aether uitgetrokken en gedroogd boven 
P2O5. Opbrengst 135 mg amorfe stof. Aequivalent gew. 307. 5 
(ber. 325.3). 
Gevonden: N 4.2% ber. voor Ci5Hig07N (325.3): N 4.31%. 
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N - t r i f l u o r a c e t y l - C 7 - n i e t h o x y n e u r a m i n e z u u r 
(methyl- 5-trifluoracetyl-3, 5 -d ideoxy-L-a rab ino-hep tu -
lopyranosidonzuur) 
De uitvoering is analoog aan die van de Cg verbinding. Aan 30 
mg C7-methoxyneuraminezuur werd onder koelen met ijs en 
zout 0. 45 ml trifluor azijnzuur anhydride toegevoegd. Na een 
nacht staan bij kamertemperatuur werd 2 ml methanol toege-
voegd en een mengsel van 0. 5 ml water en 2 ml methanol. Na 
indampen in vacuo werd nog 2x met 5 ml abs. aethanol af ge-
dampt. Een amorf wit residu resulteerde, dat met 5 ml abs. 
aether werd geëxtraheerd. Na drogen boven P2O5 werd 39 mg 
verkregen. 
Papierchromatogram lange vlek, Rf gem. 0. 65. 
(kleuring CI2 + benzidine, ninhydrine negatief) 
Gevonden: N 5.1%. 
Ber. voor C10H14O7NF3 (317.2): N4.42%. 
N - a c e t y l m e t h o x y n e u r a m i n e z u r e m e t h y l e s t e r 
(methyl (methyl-5-acetylamino-3,5-dideoxy- D - g l y c e r o - D 
- g a l a c t o - nonulopyranosid) onaat) 
Deze stof is beschreven door G. Blix^. De bereiding geschiedt 
door N-acetylneuraminezuur in methanol met "Dowex 50 H" of 
"Amberlite IR 120 H" 15-20 uur te koken. Na filtreren van de 
katalysator en indampen wordt door toevoegen van aether de 
stof tot kristallisatie gebracht. Na lx omkristalliseren ver-
kregen wij een stof met een OCH3 gehalte van 15. 6%. (Ber. 
18. 4%). Mol. gewicht 340 door verzeping bepaald (ber. 337). 
Deze stof is niet stabiel in waterige oplossing: bij ρΗγβη 23oC 
verzeept + 9% in 25 min. 
N - a c e t y l m e t h o x y n e u r a m i n e z u u r a m i d e 
(methyl- 5 - acetylamino-3, 5-dideoxy - D - g l y c e r o - D - g a -
1 а с t o - nonulopyranosidonamide) 
Aan 59. 8 mg N-acetyl - methoxyneuraminezure methylester 
werd bij 0oC 25 ml bij 15° verzadigde methanolische ammoni­
ak gevoegd. De stof ging snel in oplossing. Het mengsel werd 
2 dagen op 0 tot 50C gehouden en daarna in vacuo ingedampt. 
Enige malen met 5 ml methanol af gedampt en tenslotte droog-
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gedampt. Het lukte niet de stof tot kristallisatie te brengen. 
Het is een neutrale stof: geen zure, basische of verzeepbare 
groep was aantoonbaar. De stof is zeer hygroscopisch. 
Gevonden: N 8. 0 en 7. 8%. 
Ber. voor CÌ2H2208N2 (322. 3) : N 8. 69%. 
n - b u t o x y n e u r a m i n e z u u r (n-butyl-5-amino-3, 5-dideo-
xy -D-g lyce ro -D-ga l ac to -nonu lopy ranos idonzuu r ) 
Deze synthese verliep analoog aan die van methoxyneurami-
nezuur. 250.6 mg acety Ineur amine zuur werd in 10 ml n-buta-
nolisch HCl (5%) 3 uur op 105-llOOC. verhit in een cariusbuis. 
Vervolgens werd in vacuo bij 40o ingedampt tot een stroop. 
5 ml 2 η ammonia werd toegevoegd en twee uur op lOOoc ver­
warmd. Na filtratie werd de oplossing door indampen van de 
overmaat ammoniak bevrijd en op een kolom "Dowex 50H" 
(40 ml) gebracht. Hierbij liep enig Ehrlich positief materiaal 
door. Na elutie met water werd de verkregen Ehrlich positie­
ve fractie in vacuo ingedampt tot 4 ml, over aluminium oxyde 
gefiltreerd en na toevoegen van abs. aethanol ter kristallisatie 
2 dagen in de ijskast gezet. 
Na herkristallisatie uit 0.4 ml water en drogen boven P2O5 
werd 13. 6 mg kristallijne stof verkregen. 
Papierchromatogram Rf 0. 08. 
Kleuring: 1 vlek met ninhydrine. Er was te weinig stof voor 
verdere analysen. 
N - a c e t y l n e u r a m i n e z u u r - γ — l a c t o n d i a e t h y l d i -
t h i o a c e t a a l (5-acetylammo-3,5-dideoxy-D-glycero-D 
-galacto-nonulosono-1,4-lacton diaethyl dithioacetaal) 
Deze stof is bereid volgens het voorschrift van Kuhn en Bross-
m e r
6 2 door acetylneur amine zuur 24 uur bij 0o met aethylmer-
captaan in geconcentreerd zoutzuur te roeren. Het dithioace­
taal is een zeer goed kristalliserende, zeer stabiele verbin­
ding. Ehrlich negatief, bestand tegen koken met zoutzuur. De 
kristallijne stof is een stabiel lacton. 
Wij verkregen een product met smeltpunt 119-120OC (lit. 124-
1250) ( a ) D = -81. 50 (lit. -8ЗО). 
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N - a c e t y l - 2 - d e o x o - n e u r a m i n e z u u r - y - l a c t o n 
(S-acetylamino-2,3,5 - t r i d e o x y - D - g l y c e r o - D - g a l a c t o 
-nonono-1,4-lacton) 
Bereid volgens Kuhn enBrossmer62<ioor het dithioacetaallac-
ton met Raney nikkel te behandelen. Het verkregen kristallij-
ne product had een smeltpunt 146-1490C (lit. 148-149°). 
O, N - h e x a a c e t y l n e u r a m i n e z u u r (5-acetylamino-3,5 
-dideoxy - D - g l y c e r o - D - g a l a c t o -nonulos onzuur-2,4,7, 
8, 9-pentaacetaat) 
400 mg N-acetylneuraminezuur (geïsoleerd uit schapespeek-
selklieren) werd gebracht in 8 ml gedestilleerde pyridine. 
Hieraan werd 4 ml azijnzuuranhydride toegevoegd. Na 30 mi-
nuten was alles opgelost. De oplossing bleef een nacht bij ka-
mertemperatuur staan. Het mengsel werd vervolgens in 20 ml 
ijswater uitgegoten en deze oplossingwerd3xmet 15 ml CHCI3 
uitgewassen. De chloroformextracten werden lx met 5 ml wa-
ter uitgewassen. 
De verzamelde waterlagen werden over een weinig kool gefil-
treerd en het kleurloze filtraat werd gevriesdroogd. Ter ver-
wijderingvan nog aanwezige pyridine werd de stof in 3 ml wa-
ter opgelost en over een kolom "Amberlite Ш 120 H" (lang 5 
cm, 0 1,5 cm) gevoerd. Na elutie met ca 40 ml water werd 
weer gevriesdroogd. Opbrengst 440 mg (65%) volumineus,wit, 
amorf poeder. 




 4. 85. 
Aequivalent gew. 497 (ber. 519. 4). 
+) Kleurreacties op esters enlactonen^l resp. carboxylgroe-
pen92# 
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H O O F D S T U K 4 
3-DEOXY-ALDULOSONZUREN 
4 . 1 . 3 - D e o x y - h e x u l o s o n z u r e n 
Tot dezelfde klasse als de neuraminezuren behoren ook de in 
dit hoofdstuk beschreven 3-deoxy-aldulosonzuren ( 2 -ke to -3-
deoxy-aldonzuren). Bij bacter iën zijn zuren van dit type gevon-
den met 5 tot 8 C-atomen. In tegenstelling tot neuraminezuur 
bevatten zij geen aminogroep en zij zijn tot dusver uitsluitend 
bij bacter iën aangetroffen. Gezien de structuurverwantschap 
met N-acetylneuraminezuur kwam het ons nuttig voor stoffen 
van deze groep te synthetiseren en op hun interact ie met neu-
raminidase te onderzoeken, om aldus informaties te krijgen 
over de betekenis voor de affiniteit tot het enzym van de v e r -
schillende hydroxylgroepen en de acetylaminogroep van het 
N-acetylneuraminezuur molecuul. Door Deley en Doudoroff93 
is een synthese beschreven van 3 - d e o x y - D - e r y t h r o - en 
t h г e о - hexulosonzuur (2-keto-3-deoxy-D-gluconzuur en ga-
lactonzuur) berustend op een oxydatie van het overeenkomsti­
ge metasaccharinezuur met V2O5 en NaClOs. Deze oxydatie-
methode is het e e r s t gebruikt door Regna en Caldwell94 voor 
de oxydatie van galactonzuur tot 2-ketogalactonzuur, een m o ­
gelijk tussenproduct voor de bereiding van ascorbinezuur. D e ­
ze methode is ook gebruikt bij de synthese van 3-deoxy-D-
a r a b i n o - h e p t u l o s o n z u u r door Weissbach en Hurwitz?? en 
van het 7-phosphaat daarvan door Rothschild^S, 
De op deze wijze verkregen producten waren echter niet zui­
ver, doch verontreinigd met de metasaccharinezuren. Wij heb­
ben deze methode niet kunnen reproduceren. In de verkregen 
stropen, welke overwegend uit uitgangsmateriaal bestonden, 
bleekhet gewenste ketozuur s lechts chromatografisch aantoon­
b a a r . 
Uitkomst bood de door Kuhn с.s. 96 gevonden synthese uitgaan­
de van de 2-phenylainino aldononitrillen. Deze synthese v e r ­







































Een aldose wordt met aniline in aethanol verwarmd tot alle stof 
in oplossing is gegaan. Na afkoelen wordt vloeibaar HCN toe­
gevoegd en na verloop van tijd kristalliseert het N-phenylami-
no nitrii uit. Hierbij ontstaan 2 isomeren. Het isomeer, waar­
bij de phenylaminogroep transstandig is ten opzichte van de 
hydroxylgroep aan C3 overweegt aanmerkelijk in het mengsel. 
Uitgaande van D-ribose ontstaat aldus N-phenylamino-D-al-
trononitril (overwegend) en N-phenylamino-D-allononitril. 
Deze zijn doorkristallisatJe te scheiden; voor de synthese van 
het 3-deoxy-D - e r y t h r o - hexulosonzuur zijn beide nitrillen 
bruikbaar, aangezien de asymmetrie aan C2 verdwijnt. In de 
volgende stap wordt het nitrii in methanolische oplossing on­
der katalytische invloed van een base (hiervoor is KOH ge­
bruikt) bij kamertemperatuur omgezet in ΙΠ: 2,3-dideoxy-l-
immo-2-phenylamino-D-e г у t h г o-hexono-2-een-l, 4-lacton. 
Deze stof ontstaat uit de N-phenylaminonitrillen met a l l o , 
a l t r o , g l u c o en manno configuratie. Het C4-epimeer 
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( t h r e o ) wordt verkregen uit de nitri l len met g a l a c t o , 
t a l o , g u i o en i d o configuratie. 
Door Kuhn с. s.96 is aangetoond, dat de omzetting van Π naar 
ΠΙ via 2 tussenproducten verloopt: 
1. de door base gekatalyseerde omlegging van het ni t r i i in het 
i somere l,2-dideoxy-l-imino-2-phenylammo-hexono- 1,4 -
lacton; 
2. omlegging van de imino- in een enaminogroep tot l - a m i n o -
1,2-dideoxy-2-phenylamino-hexo-l-een-furanose. Onder­
afsplitsing van 1 mol water en verschuiving van de dubbele 
binding ontstaat hieruit vervolgens ΠΙ. 
Het onderstaande schema geef t het verloop van deze omzett in­
gen weer : 
C=N 1—С -NH ι C-NHo 
HC-NHC6H5 O HC-NHCfiHs O C-NHC 6H5 . 
1
 -* ι χ - » ι ι * 
HC-OH I HC-OH 4— I нс-он 
Π l e tussenproduct 2e tussenproduct 
-H2O 1 — O N H 
• o c-NHCeHs 
I не 
IH 
In 2 reeksen zijn deze tussenproducten kristalli jn geïsoleerd 
kunnen worden. Uitgaande van N-phenyl-galactosamine- (of 
talosamine ) zuurnitr i l wordt een ee r s t e tussenproduct v e r k r e -
gen, uitgaande van N-phenyl-idosamine-(of gulosamine) zuur-
ni tr i l een tweede. 
In geenenkele reeks zijn beide tussenproducten geïsoleerd kun-
nen worden. Uit het feit, dat zowel uit het N-phenyl-galactosa-
minezuurnitr i l a ls uit het overeenkomstige ta losaminezuur-
ni tr i l hetzelfde Ie tussenproduct ontstaat , volgt dat de omleg-
ging van Ie naar 2e tussenproduct revers ibe l i s . Aldus kan 
epimerisat ie optreden. Inde andere reeksen zijn geen tussen-
producten geïsoleerd. 
Het iminolactonin hydrolyseert onder invloed van zuur to t lV: 
2,3-dideoxy-2-phenylamino-D-e г у t h r o -hexono-2-een-l,4-
lacton. De omzetting van III in IV gaat met veel ontleding ge-
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paard. E r t reedt veel teervorming op en het is s lechts aan het 
uitstekende kristallisatievermogen-van-IV te danken, dat deze 
stoffen zijn te i soleren. De opbrengst is niet boven de 15% ge­
komen. De omzetting van IVinV geschiedt eveneens onder in­
vloed van zuur, echter bij hogere temperatuur (70oC). Een ge­
schikte katalysator voor deze laatste stap is "Amberlite Ш 120 
H", waardoor tevens het bij de hydrolyse ontstane aniline wordt 
weggenomen. De rechts t reekse omzetting van Ш inV door v e r ­
warmen met "Amberl i te Ш 120 H" is ook mogelijk. Er wordt 
dan evenwel een met een stikstofhoudende stof verontreinigd 
product verkregen, om welke reden deze weg door ons niet is 
gevolgd. Door behandeling met alkali van de op deze laatste 
wijze verkregen stroop verkregen Kuhn с.s. 96 ammoniakont-
wikkeling; zij meenden daarom, dat de stikstofhoudende stof 
het amide van V zou zijn. 
Bij de recht s t reekse omzetting van ΠΙ in V is deze stof blijk­
b a a r ontstaan, doordat de phenylaminogroep e e r d e r hydroly­
seerde dan de iminogroep. Bij de bespreking van de synthesen 
inde С? reeksen komen wij op de structuur van dit bijproduct 
terug. 
Het product V wordt a ls een s te rk zuurreagerende stroop v e r ­
kregen, wat e r op wijst, dat de stof overwegend als zuur aan­
wezig is . De t h r e o vorm is als K-zout kristall i jn te i sole-
ren93,96.De structuur vanV is door Kuhn с. s.96 vastgesteld 
door analyse van het K-zout, oxydatie met H2O2 tot het over­
eenkomstige 2-deoxy-pentonzuur, dat als phenylhydrazide werd 
geïsoleerd en met een hiervoor gesynthetiseerde vergeli jkings-
stof werd geïdentificeerd. 
Het ketozuur V werd met o-phenyleendiamine in een k r i s t a l -
lijn chinoxalinederivaat omgezet, dat geanalyseerd werd. De -
ze reac t ie is kenmerkend voor a-ketozuren en wordt ook g e -
bruikt als color imetr ische bepaling en kleuring van pap ie r -
chromatogrammen. 
Voorts werd van V in de t h r e o - r eeks een phenylhydr azon en 
een phenylhydrazon-phenylhydrazide verkregen en in de e г y -
t h r o - r e e k s een phenylhydr azon, welke kristall i jne derivaten 
eveneens aan de verwachte samenstell ingen beantwoordden. 
Hieraan valt nog toe te voegen: de positieve react ie in de p e r -
jodaat-thiobarbituurzuurtest , welke react ie kenmerkend is 
voor de 3-deoxy-aldulosonzuren en het reducerend vermogen 
blijkens de kleuring met anilinephtalaat op het pap ierchroma-
togram97. De react iemechanismen van deze omzettingen zijn 
door Kuhn c . s . 9 6 uitvoerig behandeld, evenals de s t ructuren 
van de verschil lende tussenproducten. 
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Volgens de door Kuhn с. s. Э 6 gegeven voorschriften hebben 
wij bereid : 3-deoxy-D en L - e r y t h r o - hexulosonzuur en 3-
d e o x y - D - t h r e o - hexulosonzuur, respectievelijk uitgaande 
van D-ribose, L-arabinose en D-xylose. Het D-threo-zuur 
is als K-zout geïsoleerd. Bij de synthese van het D - e r y t h r o 
-zuur evenwel trad spontane kristallisatie op van de na afdam-
pen met alcohol als stroop verkregen stof. Enting van het even-
eens als stroop verkregen L - e r y t h r o - z u u r met het kris-
tallijne D-isomeer bracht dit verrassenderwijs tot kristalli-
satie. De mogelijkheid was nu aanwezig deze zuren door her-
kristallisatie te zuiveren en ze te karakteriseren door vast-
stelling van de physische eigenschappen. Dit werk is gepubli-
ceerd als een korte mededeling98. 
Het I. R. -spectrum van de kristallijne L-vorm vertoont ban-
den bij 1710 cm"1 (C=0, carboxylgroep) en 2495 cm-1 (OH, 
carboxylgroep). Geen absorptie van een ketogroep is aanwe-
zig, hetgeen wijst op een cyclische structuur. De stof is in 
kristallijne toestand als zuur en niet als lacton aanwezig blij-
kens de zure reactie en de reeds genoemde carboxylabsorptie-
bandeninhet I. R. -spectrum. Ook bij potentiometrische titra-
tie werd geen lacton gevonden. De spectrofotometrische a-
ketozuurbepaling met semicarbazide uitgevoerd volgens 01-
вепЭЭ, leverde een U. V.-spectrum met λ max. = 250 my., e = 
10.350 na 1 3/4 uur in overeenstemming met de waarden van 
Doudoroff93 (10.100 voor het K-zout van D - t h r e o v o r m ) . 
Pyrodruivenzuur geeft in deze test e = 10. 200 bij 246-7 пщЭЭ. 
Deze waarde wordt reeds binnen 5 minuten bereikt, daar hier 
de ketogroep vrij aanwezig is. De langere tijd, die bij het 3-
deoxy-hexulosonzuur nodig is om de maximale extinctie te be­
reiken, duidt eveneens op een cyclische halfketaalvorm. 
Vooral is aandacht besteed aan het L-isomeer, daar dit de zelf ^  
de configuratie bezit als het N-acetylneuraminezuur. (Voordat 
de configuratie aan C4 herzien werd). Bij het D-threo-zuur 
is de configuratie aan C4 hetzelfde als van het L - e r y t h r o -
zuur, aan С5 evenwel, verschillend. Na het bekend worden van 
de wijziging van de configuratie aan C4 van N-acetylneurami­
nezuur, waaruit volgde, dat niet de L - e r y t h r o - , doch de 
L-threo-vorm de juiste configuratie heeft, is eveneens dit 
zuur bereid op dezelfde wijze als de D-threo-vorm en ook 
als K-zout geïsoleerd. Als uitgangsstoffen dienden L-lyxose, 
welke suiker op dit laboratorium aanwezig was (bereid uit pec-
tine) en L-xylose, welke stof in de handel is. Wij hebben al-








































D - e r y t h r o L - e r y t h r o D - t h r e o L - t h r e o 
Fig.10 
4 .2 . 3 - d e o x y - h e p t u l o s o n z u r e n 
De toepasbaarheid van de synthese van Kuhn96 voor de b e r e i ­
ding van 3-deoxy-heptulosonzuren is onderzocht uitgaande van 
twee goed verkri jgbare hexosen: D-glucose en D-galactose+). 
Aldus zouden kunnen worden verkregen: 3-deoxy-D-ar a b i -




























Bij Escherichia coli is een enzym gevonden, dat Via in de vorm 
+) Een voorlopige mededeling van dit onderzoek is verschenen 
in Nature 197, 379 (1963). 
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van het 7-phosphaat synthetiseert uit D-erythrose-4-phosphaat 
en pyrodruivenzuur-enolphosphaat??, 100. 
Dit heptulosonzuur-7-phosphaat is een precursor van shikimi-
nezuur, via welk zuur de bacterie aromatische aminozuren 
synthetiseert. Of VIb inde natuur voorkomt is niet bekend. De 
synthese van deze beide heptulosonzuren is op dezelfde wijze 
uitgevoerd alsbijdehexulosonzuren. De bereiding van de phe­
nylamino nitrillen ( Па en b) bood aanvankelijk enige moei­
lijkheden door de geringe oplosbaarheid van glucose en galac­
tose in aethanol. De vorming van de phenylamino verbinding, 
welke in dit oplosmiddel wordt uitgevoerd, verliep daardoor 
slecht. Door toevoeging van water aan het reactiemengsel ging 
de hexose in oplossing. Na toevoegen van het HCN werd het 
phenylamino nitrii vervolgens op normale wijze kristallijn 
verkregen. 
De vorming van de aniline verbinding en het nitrii behoeven 
dus niet in watervrij milieu te worden uitgevoerd. In plaats 
van het aethanol-water mengsel kan ook glycol als oplosmid­
del dienen. 
De I. R. -spectra van de phenylamino nitrillen verkregen uit 
glucose en galactose stemden overeen met die van de Cg reeks. 
CN 
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De volgende stap : de omzettingen van de phenylamino nitrillen 
onder invloed van КОН inde 2-phenylamino-heptoneno-imino-




























De I. R. - en U. V. -spectra van de beide producten waren in 
overeenstemming met die van de overeenkomstige Stoffen uit 
deze reeks (U. V. 1). Tussenproducten zijn niet gevonden. De 
bereiding van de "homologen" van Г (blz. 39): de 2-phenyl-
amino-heptoneno-1,4-lactonen (Ka enb) op de wijze als in de 
Ce reeks bij de synthese van de beide e r y t h r o - h e x u l o s o n -
zuren gebruikelijk is (wegzetten in 1 n. HCl gedurende twee 
dagen), gelukte niet. 
Er werden slechts stropen verkregen, welke blijkens de pa-
pierchromatogrammen uit een groot aantal componenten be­
stonden. Hieronder bevond zich, naar de kleurreacties te oor­
delen, ook reeds het heptulosonzuur. Behandeling van deze 
stroop met "Amberlite Ш 120 H" bij 70oc ter omzetting van 
nog eventueel aanwezig IX in VI, gaf geen verandering in het 
papierchromatogram te zien. Blijkbaar heeft de behandeling 
met zoutzuur behalve de hydrolyse van de imino- ook de hy­
drolyse van de phenylaminogroep reeds ten gevolge gehad. Op­
vallend was ook, dat bij deze zure hydrolyse in de C7 reeks, 
in tegenstelling tot bij de Ce reeks, geen teer werd gevormd. 
Het is niet gelukt uit deze stropen de heptulosonzuren of zou­
ten hiervan kristallijn te isoleren. 
Wij hebben nu getracht door wijziging van de reactie-omstan-
digheden allereerst de tussenproducten Dia en b te isoleren. 
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In de Ce t h r e o reeks is de analoge 
verbinding IV uit het overeenkomstige 
iminolactoninbehalve door behandeling 
met zoutzuur, ook door koken met wa-
ter zonder toevoeging van een zure ka-
talysator te verkrijgen. Deze methode 
toegepast op de C7 reeksen leverde suc-
ces op: de beide isomeren IXa enb wer-
den kristallijn verkregen. De stoffen zijn 
geïdentificeerd door elementair analyse 
en de spectra ( U. V. en LR. ), welke 
overeenstemden met die van de Ce reeks 
en de literatuur96 (U. V. 2). 
Door K a met "Amberlite I. R. 120 H" in water bij 65-70OC te 
behandelen op de wijze als inde CQ reeks gebruikelijk is , werd 
een kristallijne stof verkregen in lage opbrengst (6%) met 
smeltpunt 163-1640C (Xa). 
Dezelfde stof werd gevonden wanneer Villa met "Amberlite 
LR. 120 H" in water bij30-35oC of bij kamertemperatuur ge-
durende 1 tot 4 uur geroerd werd. De opbrengsten wisselden, 
doch waren vaak beter dan uitgaande van IXa (tot 25%). Het 
smeltpunt na herkristallisatie uit azijnzuur - water bedroeg 
1670C-Behalve Xawerd bij deze laatste methode nog een kr is -
tallijne stof verkregen met smeltpunt 124-130OC, welke stik-
stof bleek te bevatten (Xla). 
De verbindingen IXa, Xa en Xla onderscheiden zich duidelijk 
door hun papierchromatogrammen en de kleurreacties (tabel 
3). 

















paa r s 
O. P . D . - U . V . ¡ 
geel (zwak) ¡ 
zwak ! 
geel (sterk) j 
¡ aniline-xylose 
! — 
Т. Т. С. ¡ per jodaat-T. Β. Ζ. 
zwak ¡ geelbruin 
rood ¡ zwak geelbruin 




K a (b is het l y x o 
i someer) 
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loopmiddel: butanol/azijnzuur/water 4:1:1; papier: S en S 
2043 bm. 
O. P. D.-U.V. kleuring met o-phenyleendiainine93 vlek zicht­
baar onder U.V. 
T.T.C, triphenyltetrazoliumchloride, kleuring op reduce­
rende stof. 1Q1 
T. B. Z. thiobarbituurzuur. 102 
Aniline-xylose kleuring op COOH groep. 92 
NH20H-FeCl3(Hestrin) kleuring op esters en lactonen. 91 
4.2.1. Het 3-deoxy-D-arabino- heptulosono-L, 4-lacton (Xa) 
De in tabel 3 gegeven kleurreacties duiden erop, dat Xa niet 
het verwachte heptulosonzuur is, doch een lacton (positieve 
Hestrin kleuring, negatieve kleuring met aniline —xylose op 
COOH). In overeenstemming hiermee is het ontbreken van een 
sterk zure reactie en de microanalyse, welke wijst op een for-, 
mule СтНдоОб· Uitgaande van een pyranose structuur zijn twee 















Beide structuren zijn spanningsvrij met ''Dreiding'' modellen 
te construeren. Een 1,4-lacton is tegelijk met de pyranose-
ring onwaarschijnlijk. De lactonstructuur verklaart ook het 
vrijwel ontbreken van de reactie mèt o-phenyleendiamine, in-
dien we aannemen, dat de lactonring het opengaan van de py-
ranosering verhindert. 
De zwakke reactie, die wordt waargenomen, zou kunnen wij-
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Γ' 
zen op enige hydrolyse van het lacton. Een zelfde verklaring 
geldt voor het ontbreken van de perjodaat-thiobarbituurzuur-
reactie. 
Het I. R. -spectrum van Xa is evenwel niet in overeenstemming 
met een pyranose-lacton structuur. In dit spectrum, opgeno­
men in KBr (I.R.l), is behalve de C=0 band van het lacton bij 
1718 c m - 1 nog een band bij 1660 cm~l te zien, welke afkom­
stig kan zijn van een C=C binding. Een zure OH groep volgt 
uit banden bij 3090, bij 2693 en 2520 c m - ! . Dit wijst op een 
structuur van Xa als weergegeven. De γ-lactonstructuur blijkt 
uit het per jodaatverbruik (zie 5) en de overeenkomst in I. R. -
spectrum van Xa met de nog te noemen 1,4-crotonolactonen. 
Deze enollacton structuur verklaart de volgende eigenschap­
pen van Xa: 
c=o 
I 
1. Het U. V. -spectrum O η I ^ 
In waterige en methanolische oplossing ' „ 
vertoont de stof een U.V.-spectrum met | 
een top bij 229. 5 my. HCOH 
Dit sluit een pyranose structuur uit, н г г ш 
daar deze geen U.V. absorptie in dit ge- j 
bied vertoont(3-deoxy-hexulosonzuren, H2COH Xa 
N-acetylneuraminezuur). Het enollacton 
is te beschouwen als een derivaat van a-keto-y-butyrolacton. 
Door SchwarzenbachenWittwerl03i
s
 doormiddel van broom-
titratie gevonden, dat het a-keto-y-butyrolacton geheel geëno-
liseerd blijkt1 te zijn. Hift en Mahler 104 hebben het U. V. - en 
I. R. -spectrum van deze stof beschreven. Uit het I. R. -spec-
trum van de vaste stof is te concluderen, dat deze stof in enol 
vorm is. Voor het U. V.-spectrum in waterige oplossing von-
den zij het maximum bij 226 πιμ in zuur (pH 2. 3) en bij 261 my. 
in alkalisch (pH 11. 8) milieu. Het maximum bij 261 my ken­
den zij aan het enolaat ion toe. Een zelfde absorptie bij 265 
πιμ, welke met de tijd toenam en vervolgens weer verdween, 
merkten Berggârd en OdinlOS op bij de methyl esters van N-
acetyl- en N-glycolylneuraminezuur in alkalisch milieu. Zij 
schreven dit U. V. -spectrum toe aan het optreden van de enol 
vorm van de ester onder invloed van alkali en het verdwij-
nen van het spectrum zou veroorzaakt worden door het verze-
pen van de ester. 
Werd de verzeping van de methyl ester van N-acetylneurami-
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ne zuur met 0 .1 η NaOH uitgevoerd, dan is de U. V. absorptie 
bij 265 ιημ niet waar te nemen door de zeer snelle hydrolyse 
van de labiele e s t e r . Aanzuren deed de absorptie bij 265 ιημ 
onmiddellijk verdwijnen; deze verscheen weer d i rect bij op­
nieuw toevoegen van alkali. Dit laatste gedrag duidt op de over­
gang enol j u enolaat. In overeenstemming h iermee verschuift 
bij de Xa de top in het U. V. -spectrum bij pH 8 naar 261 ιημ 
(U. V. 3). Deze verschuiving is revers ibe l . Bij pH 6. 7 wordt 
zowel bij 230 als bij 261 ιημ een maximum gevonden. Bij de 
potentiometrische t i t rat ie bleek deze waarde met de pK van het 
enol overeen te komen. Deze resul taten wijzen op een even­
wicht enol-rf enolaat. 














Hift en Mahler 104 meenden, dat de absorptie bij 226 ιημ in zuur 
milieu van het a-keto-y-butyrolacton veroorzaakt wordt door 
de ketovorm. Hier is tegen inte brengen,dat pyrodruivenzuur 
en de aethylester hiervan, die dus hetzelfde chromofore s y s ­
teem moeten bezitten als het a-keto-y-butyrolacton.deze ab­
sorptie nietvertonen (ε + 300 bij 220 ιημ). Schinz en H i n d e r t e 
hebben o-keto-y-butyrolacton gesynthetiseerd door conden­
satie van oxaalazijnester met formaldehyde. Schinz en R o s -
s i l07 verkregen met behulp van butyraldehyde de overeenkom­
stige γ-propyl verbinding. Als product van deze condensaties 
verkri jgt men e e r s t de /3-carbaethoxy verbindingen XII, die 
door koken met zoutzuur worden verzeept en gedecarboxyleerd 
tot de bovengenoemde lactonen. Schinz en HinderЮб conclu­
deerden tot de enolvorm voor deze stoffen in waterige oplos­
sing op grond van het verschil lende U. V. -spectrum (gemeten 
bij het γ-methyl derivaat) vergeleken met het spectrum van py-
rodruivenzure e s t e r , de t i t rat ie van de dubbele binding met 
broom .de t i t rat ie van de zwak zure enol vorm met loog en de 
k leurreact ie met ferr ichloride. Een met de s tructuur beter 
overeenkomende benaming voor deze stoffen is dus 2,4-dihy-
droxy-crotono-l,4-lactonXIII en 2,4-dihydroxy-4-propyl-cro-













XII Ri = СООС2Н5; R2 = H, С з Н 7 
ХШ R I = H ; R2 = H 
XIV R I = H ; R2 = СзН 7 
Wij hebben deze beide lactonen XIII en ХГ bereid volgens de 
voorschriften van Schinz c.s.106,107 m e t h e t doel ze als v e r ­
geli jkingsmateriaalvoor Xa te gebruiken. Het U. V. -spectrum 
gemeten in water gaf voor XIII een maximum bij 226 ιημ, voor 
XIV bij 228 ιημ te zien. Bij pH 8 waren deze waarden r e s p e c ­
tievelijk 258 en 261 ту. 
Het overwegen van de enolvorm treffen we eveneens aan bij de 
analoge tetronzuren. Kabachnik с s . 1 0 8 hebben de s tructuur 
van Qf-alkyltetron zuren (XV) onderzocht. Op grond van de I. R.-
en U. V. - spect ra van a-aethyl- en propyltetronzuur conclu­
deerden zij tot de enolvorm van deze verbindingen zowel voor 
de vaste toestand als in de oplossing in verschil lende oplos­
middelen. 
Zij vergeleken de spect ra van de monoalkyl- met een dialkyl 
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Deze ß-keto lactonen hebben in enolvorm een met de a -ke to 
lactonen vergelijkbaar chromofoor systeem. 
Kabachnik c . s . 1 " 8 geven het U.V. - spec t rum van α-propyl t e -
tronzuur gemeten in water bij verschil lende p H ' s : in zuur m i ­
lieu ligt het maximum bij 233 my, in alkalisch milieu bij 258 
ιημ. Bij pH 3. 75 treden maxima bij deze beide golflengten op. 
De keto verbinding XVI heeft s lechts een zwakke absorptie bij 
272 my. 
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Bij een onderzoek n a a r d e stabiliteit van Xa in oplossing bleek 
in zuur milieu {0.1 η H2S04)de molaire extinctie in + één uur 
te dalen van 8000 tot 6000 (fig. 11), waarna een verdere lang-
zame afname volgde. Deze snelle daling van de extinctie wijst 
waarschijnlijk op een gedeeltelijke omlegging van de enol in 
de keto vorm, welke laatste vrijwel geen U.V. absorptie heeft 
(pyrodruivenzuur). De molaire extinctie 8000 komt goed over -
een met de waarde 8400, welke in methanol gevonden wordt 
en de extinctie van de enolvormmoet zijn. (Het I. R . -spec t rum 
opgenomen in methanol duidt op afwezigheid van de ketovorm, 
pag. 60). De waarde 6000 geeft blijkbaar de evenwichtssamen-
stelling aan bij deze pH,welke dus voor +75% uit de enolvorm 
bestaat . Xa is niet stabiel in oplossing. In methanol vindt een 
regelmatige afname van de U. V. absorptie p laa ts . Na vier 
uur is de extinctie tot 78% gedaald. In waterige oplossing bleek 
de afname afhankelijk te zijn van de pH. In fig. 11 i s de mola i -
r e extinctie van Xa bij verschillende pH's tegen de tijd ui tge-
zet. Opvallend is dat de snelste extinctiedaling optreedt in neu-
t r a l e oplossing (pH 6.7). In één uur is bij deze pH de extinctie 
tot de helft gedaald. Dit betekent, dat het verdwijnen van deze 
U. V. absorptie althans in neutrale oplossing niet in hoofdzaak 
veroorzaakt wordt door hydrolyse van het lacton en omlegging 
van de enol in de keto, respectieveli jk pyranose vorm, doch 
vooral aan ontleding of polymerisat ie moet worden toegeschre-
ven. De oplossing kleurt ook bruin na enkele dagen. 
Indien lacton hydrolyse vooral de oorzaak van deze extinct ie-
daling zou zijn, dan zou deze juist bij hogere pH sneller gaan. 
Deze verloopt echter bij pH 11 langzamer dan bijvoorbeeld bij 
pH 9. In zuur milieu is Xa het meest stabiel. De extinctieda-
ling, die in zuur en in alkalisch milieu optreedt, wordt naast 
"ontleding7 'tevens door hydrolyse van het lacton veroorzaakt . 
We zien dan ook in alkalische oplossing een snel lere afname 
van de U. V. absorptie optreden dan in zuur. 
Depapierchromatogrammenvandeze oplossingen wijzen naast 
"ontledingsproducten" op de aanwezigheid van het ketozuur. 
(Kleurreacties met o-phenyleendiamine enper jodaat- thiobar-
bituurzuur) . Ook BerggârdenOdinlOS vermelden,dat het m a -
ximum bij 265 т ц van de methylester van N-acetylneurami-
nezuur bij hoge pH langzamer afnam, dan bij lagere pH. Een 
verklaring wordt niet gegeven. Het ligt echter voor de hand 
ook hier een "ontleding7 ' van de enolvorm naast de es ter hy-
drylose aan te nemen, welke "ontleding" eveneens in neutraal 
milieu het snelst verloopt. Dat de "ontleding" juist maximaal 
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is bij een pH, waarbij het enol voor de helft is gedissocieerd 
(de pK van Xa is 6. 7), zou wellicht kunnen beduiden, dat het 
een aldolcondensatie van het enolaat ion met de ketovorm is. 
Deze bimoleculaire reactie zal de grootste snelheid hebben bij 
optimale concentraties van de beide componenten, aannemende 
dat de reactie zeli weinig pH afhankelijk is. Van het ontstane 
product is evenwel niets bekend. Deze instabiliteit in waterige 






a 0.1 η H2SO4 ε bij 229. 5 ιημ 
b pH 5. 6 bij 229. 5 ιημ 
с pH 11 bij 261 ιημ 
d pH 9 bij 261 ιημ 
e pH 6. 7 e bij 231. 5 + ε bij 261ιημ 
2. De potentiometrische titratie+) 
Een oplossing van Xa met een concentratie van ongeveer 0.005 
molair heeft eenpH van +4. 5. Bij titratie met 0.1 η loog werd 
+) Deze titraties zijn op de Research laboratoria van de N. V. 
Philips-Duphar verricht, door de heer A. H.Bierens. 
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een curve gevonden van een zwak zuur met pK + 6. 75. Werd 
doorgetitreerd tot pH 10.75 ter verzeping van het lacton en 
daarna met zuur terug tot pH 8, dan werd uit het resterende 
loogverbruik een aequivalent gewicht van 191.5 gevonden (be­
rekend 190). 
Wanneer nu met zuur verder werd getitreerd, werd nog een 
deel (+34%) van het zwakke zum· (uitgangsstof) terug gevon­
den. Weer met loog op pH 10. 5 brengen en met zuur terug t i-
treren gaf nog 22%van het enolte zien. Bij een volgende proef 
werd de aequivalente hoeveelheid loog snel toegevoegd; de pH 
kwam op 8.15. Deze bleef constant gedurende minstens 75 mi­
nuten, zonder dat er loog verbruikt werd. Na een nacht staan 
bleek de pH tot 7.3 gedaald te zijn. Bij terug titratie met zuur 
werd nu geen enol meer gevonden. 
Bij een derde proef werd na toevoegen van de aequivalente hoe­
veelheid loog aan Xa onmiddellijk met zuur teruggetitreerd. Nu 
werd 62% enol teruggevonden. Dit gedrag van Xa is te verkla­
ren door een hydrolyse van het enolaat lacton bij de hogere 
pH's aan te nemen, waarbij het enolaat zich omlegt inde keto-
respectievelijk pyranose vorm. 
Bij de eerste proef was dus deze lacton hydrolyse nog niet vol­
ledig, omdat nog enol aantoonbaar was. Daar het aantal aequi-
valenten zuur bij deze omlegging geen verandering ondergaat, 
is geen loogtoevoeging vereist om de pH constant te houden. 
Bovendien vormt het enolaat een buffer. Is echter al het enol-
lacton omgezet in het veel sterker zure a-ketozuur, dan zal 
de pH een daling ondergaan tot het neutralisatiepunt van dit 
sterkere zuur (van pH 8.15 tot 7. 3). Werd echter de titratie 
van het enol langzaam uitgevoerd (in 75 minuten naar pH8), 
waarbij tussentijds de pH enige tijd op bepaalde waarden (5. 6 
en 6.9) constant werd gehouden, dan bleek aanmerkelijk min­
der dan de aequivalente hoeveelheid loog nodig te zijn om pH 8 
te bereiken (19. 7 μ mol NaOH voor 31. 8 μ mol Xa). Ook bleek 
nu hydrolyse van een lacton op te treden, omdat er loog nodig 
was, om de pH constant te houden op de waarden 5. 6 en 6. 9. 
Ook na het bereiken van pH 6 trad nog loogverbruik op.Bij 
terugtitratie met zuur bleek geen enol meer aanwezig te zijn. 
Nu is uit de daling met de tijd van het U. V. -spectrum geble­
ken, dat het enollacton juist bij neutrale pH's het minst stabiel 
is. Het gedrag van Xa in deze laatste titratie is dan als volgt 
te verklaren: Bij langzame titratie verblijft het enol relatief 
lang onder de ongunstige pH condities. Hierbij ontleedt het in 
een neutrale stof, waardoor het tekort aan loog nodig voor de 
neutralisatie van het enol valt te verklaren. 
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Uitde optredende hydrolyse verschijnselen volgt, dat deze neu­
trale stof een instabiel lacton is. Instabiel, omdat het reeds 
bijpH 5.6 hydrolyseert. Daarbij deze neutrale pH's een meng­
sel aanwezig is van gedeeltelijk geneutraliseerd enol en een 
neutraal lacton, uit welke laatste stof weer een zuur ontstaat 
door de hydrolyse, is nu loog nodig om de pH constant te hou­
den. Bij snelle titratie krijgt het enol minder gelegenheid tot 
ontleding en is een aequivalent loog nodig om de pH op 8 te 
brengen. Uit het U. V. -spectroscopisch onderzoek bleek de 
verdwijning van het enolaat bij pH8 sneller dan bij pH 11 te 
verlopen. Dit betekent, dat ook bij pH 8 de ontleding van Xa 
waarschijnlijk voor een aanmerkelijk deel via het neutrale lac­
ton zal geschieden. Gezien de instabiliteit hiervan, zal dit nu 
zeer snel hydrolyseren, waardoor de pH geen verandering on­
dergaat, omdat nu het totaal aantal aequivalenten zuur constant 
blijft. Dit neutrale lacton blijkt sneller te hydrolyseren dan het 
enolaatlacton. 
Bij de verzeping van de lactonring van de nog te bespreken me­
thyl enol aether van Xa bleek dit lacton inderdaad tamelijk sta­
biel tegenover alkali. Een zelfde gedrag als Xa vertoonden ook 
de beide crotono lactonen ХШ en XIV. Als pK enol werd 7.15 
resp. 7. 25 gevonden. Schinz en HinderlOG merken op, dat het 
enol ΧΙΠ goed getitreerd kan worden en dat er niet meer loog 
verbruik optreedt dan nodig is voor de neutralisatie van het 
enol, zelfs nietbij verwarmen met overmaat 0.1 ηNaOH, waar­
uit zij ten onrechte evenwel tot een grote stabiliteit van de 
lactonring concluderen. Het verdwijnen van het enol is de­
ze auteurs blijkbaar ontgaan. Het ontbreken van extra loog ver­
bruik voor de lacton hydrolyse wordt immers verklaard door 
het hierbij constant blijven van het aantal aequivalenten zuur. 
3. De reactie met semicarbazide 
Bij de bespreking van de 3-deoxy-hexulosonzuren is de vor­
mingvan een semicarbazon met U. V. absorptie maximum bij 
250 πιμ reeds genoemd als een kenmerkende reactie op or-ke-
tozuren. Deze reactie is ook toegepast op Xa. De semicarba­
zon vorming verloopt in waterige oplossing bij pH 4. 5 (ace­
taatbuffer) 99. Bij pyrodruivenzuur is dan in 5 minuten het spec­
trum reeds maximaal: ε = 10.000 bij 248 πιμ. 
Bij Xa heeft deze reactie evenwel een anomaal verloop. Het 
U. V. - spectrum verschijnt zeer langzaam en is pas na + 48 
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uur maximaal. De top ligt bij 267 ιημ, de molaire extinctie is 
+ 16. 000. Bij regelmatig doormeten van het U.V. -spectrum tij­
dens de semicarbazon vorming bleek aanvankelijk het spec­
trum van Xa (λ= 229. 5 ιημ) aanwezig te zijn, dat gaandeweg 
verdween, terwijl het nieuwe maximum verscheen. 
Na isolatie van de gevormde stof door indampen van de oplos­
sing,waarna de verbinding uit methanol kristalliseerde,bleek 
de elementair analyse hiervan in overeenstemming te zijn met 
het semicarbazon lac ton van het 3-deoxy-heptulosonzuur 
(XVIIa). Deze structuur werd bevestigd door het I.R.-spectrum. 
Absorptiebandenbij 1765 (C=0 lacton); 1682 (C= O semicar­
bazon), 1656 (C=N), 1606 (-NH); 1493 c m " ! (-NH2). 
Het U. V. -spectrum heeft een ma- ι Ç-O 
ximum bij 267 mu ε = 16. 800 in wa- i „ хти^^хти 
ter en ε = 15. 900 bij 265. 5 π,μ in ό ? = Ν · N H C O N H 2 
methanol. Dit van de semicarbazo- I CH2 
nen van pyrodruivenzuur en de 3- | ! „ 
deoxy - hexulosonzuren afwijkende | 
U. V.- spectrum wordt veroorzaakt HCOH 
door de lactonring. Het semicarba- н г о н 
zonvan3-deoxy-L- e r y t h r o - h e - | 
xulosonzuur werd op dezelfde bo- H2COH XVIIa 
vengenoemde wijze geïsoleerd. De-
ze stof bleek als lacton te kristalliseren. Dit volgde uit de ele-
mentair analyse. Ook het I. R. -spectrum was in overeenstem-
ming met een semicarbazon lacton structuur. 
Het U. V. -spectrum is nu vrijwel identiek met dat van XVIIa 
(ε = 17. 000 bij 267 ιημ in water en e = 15. 700 bij 266. 5 ιημ 
in methanol). 
Hydrolyse van de lactonring met alkali leverde weer het spec­
trum met maximum bij 250 ιημ op. Daartoe werd het semicar­
bazon opgelost in een buffer van pH 8. Direct na het oplossen 
was het maximum bij 266. 5 my ε = 16. 200, na één uur ε = 
13. 200 bij 262 ιημ, na 24 uur ε = 10. 000 bij 251 ιημ, daarna 
constant. Bij oplossen in een buffer van pH 10 werd direct het 
maximum bij 251 ιημ gevonden met ε - 10. 200. Dit bleef ten­
minste vijf dagen onveranderd. De semicarbazongroep is dus 
alkali stabiel. Bij hydrolyse van het semicarbazon lacton in 
0. I n zwavelzuur bleef de plaats van het maximum onveranderd 
bij 2665 ιημ; de extinctie nam evenwel geleidelijk af, na acht 
uur was de extinctie 82% van de beginwaarde, na 24 uur 65%, 
na 5 dagen 16%. Dit duidt op hydrolyse van de semicarbazon-
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groep zonder voorafgaande hydrolyse van het lacton of, indien 
het lacton eerst hydrolyseert, op een grotere instabiliteit van 
het ontstane semicarbazonzuur. 
Uit het bovenstaande volgt dus, dat de semicarbazonen van de 
3-deoxy-aldulosonzureninde carboxylaatvorm een U.V.-spec­
trum hebben, analoog aan het spectrum van pyrodruivenzuur 
semicarbazon(e+ 10.000 bij 248-250 ιημ in water); in de lac-
tonvorm ligt het maximum bij 267 тщі met e = 17. 000. 
Een dergelijke hoewel geringere verschuiving in het U. V. -
spectrum is eveneens waar te nemen bij het semicarbazon van 
de pyrodruivenzure aethylester (tabel 4). Wordt het spectrum 
van het pyrodruivenzuur semicarbazon gemeten in 0.1 η zwa­
velzuur, dan ligt het maximum bij 256. 5 ιημ. Bij deze meting 
was de extinctie laag (e = 2450) waarschijnlijk tengevolge van 
hydrolyse. Uit de ligging van de maxima is evenwel te zien, 
dat dissociatie van de carboxylgroep het U. V. -spectrum naar 
kortere golflengte doet verschuiven, in vergelijking met het 
spectrum van de niet gedissocieerde verbinding, terwijl tevens 
de extinctie lager is. 
Metingen in methanol geven zowel voor de ester als het zuur 
vrijwel het zelfde spectrum te zien (geen dissociatie van het 
zuur) (tabel 4). 































4. De kleurreactie met ГеСІз 
Het enollacton Xa geeft met ГеСІз een rode kleur, evenals de 
beide crotonolactonen ХПІ en ХГ . Ook Schinz en Hinder^^ 
vermelden deze reactie. Deze kleurreactie is kenmerkend voor 
geënoliseerde a-diketonen, doordat zij met ferri-ionen een 
complex kunnen vormen. 109 
5. De oxydatie met per jodaat+) 
In overeenstemming met de gegeven structuur verbruikte Xa 
per mol snel 2 mol perjodaat bij pH 2. 6. Dit verbruik bleef 
aanvankelijk constant, om na Sg uur op te lopen tot 2. 7 mol. 
Bij pH 7 evenwel werd reeds na 15 min. een verbruik van 3. 9 
mol perjodaat gevonden, dat na 2^ uur tot 5 mol is opgelopen 
en dan constant bleef. Gezien de instabiliteit van Xa bij deze 
pH kan dit meer verbruik veroorzaakt worden door de oxyda-
tie van de ontstane ontledingsproducten. 
6. De oxydatie met H2O2 
Bij de 3-deoxy-hexulosonzuren leverde oxydatie met H2O2 het 
overeenkomstige 2-deoxy-pentonzuur op96. Wij hebben nu Xa 
aan dezelfde oxydatie onderworpen. Een behandeling volgens 
het voorschrift van Kuhn96 leverde naast ontledingsproducten 
Xa onveranderd op. Een tweede krachtiger behandeling met 
H2O2 gaf na indampen van de oplossing een stroop, waaruit 
door verwarmen met Phenylhydrazine in geringe hoeveelheid 
het phenylhydrazide van 2-deoxy-D-gluconzuur werd verkre-
gen. Deze stof werd geïdentificeerd door elementair analyse, 
smeltpunt en mengsmeltpunt met een vergelijkingspreparaat, 
bereid uit aanwezig 2-deoxy-D-gluconzuur. Tengevolge van 
de lactonvorm verloopt deze oxydatie bij Xa blijkbaar moei-
lijker dan bij de zuren. 
+) Deze bepalingen zijn uitgevoerd op de Research laboratoria 
van de N.V. Philips-Duphar o. 1. v. drs . R. J. E. Esser. 
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7. De reactie met broom 
De aanwezigheid van een dubbele binding in Xa blijkt uit het 
snelle ontkleuren van broomwater. Bij behandelen van Xa met 
een verzadigde oplossing van broom in water, werd snel 1 mol 
broom opgenomen. Vervolgens trad een langzame ontkleuring 
op tot een tweede mol verbruikt was. Daarna werd geen broom 
meer opgenomen. Bij indampen van de oplossing konden ach-
tereenvolgens twee kristallijne stoffen geïsoleerd worden : 
Х ІПа met smeltpunt 1390C en XlXa met een smelt- en ont-
ledingspunt bij 190 o C. De elementair analyse duidde voor 
Х ПІа op eendibroom verbinding (C7HioOfrBr2) e n v o o r XKa 
op een monobroomverbinding (С7Н9О6ВГ). 
1 C=0 ι c=o 
1
 ' 
I Br-C-OH ' C-OH 
O l О и 
. Br-CH 1 C-Br 
1
 ' 1
 си 1 си 
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Х Ша XDCa 
Het I.R.-spectrum van Х Ша opgenomen in KBr vertoont een 
sterke bandbij 1780 c m - l . Dit is de C=0 band van een γ-lac-
ton niet geconjugeerd met een C=C binding. Er is geen twee­
de C=0 band aanwezig. De mogelijke structuur van Х ІПа is 
hier weergegeven. De monobroomverbinding XDCa vertoont in 
het I .R.-spectrum (in KBr) twee even sterke C=0 banden 
bij 1765 en 1744 cm~l, welke afkomstig kunnen zijn van een 
α, β onverzadigd γ-lacton. De opsplitsing van deze C=0 band 
in 2 banden moet worden toegeschreven aan de invloed van het 
kristalrooster. De absorptie band van de C=C binding vinden 
we bij 1675 cm-1. Op grond van deze gegevens is aan XlXa de 
structuur toegekend, welke hier is weergegeven. Door Stecher 
en GelbblumilO wordt het 2,4-dihydroxy-4-(o-nitrophenyl)-
crotono-l,4-lacton beschreven. Deze stof bevat dezelfde enol 
lacton structuur als Xa. Door bromering hiervan verkregen 
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zij eveneens eenmonobroomverbinding. In het I. R.-spectrum 
vonden zij naast een OH band, een lacton C=0 band bij 1745 
c m - 1 en een band bij 1672 c m " l , welke aan een dubbele bin­
ding moet worden toegeschreven. De stof XlXa heeft een U. V. 
absorptie spectrum in water met λ max 245 m\i, ε = 6700 met 
schouder bij 270 ιημ. In verdund zuur (0. 01 η H2SO4) is het 
maximum λ max 243 m\i ε = 8300, bij pH 8 verschuift dit naar 
272 ιημ. De top bij 243 ιημ is dus afkomstig van het enol, bij 
272 ιημ van het enolaat ion. In methanol is het maximum bij 
243. 5 ιημ, ε = 8750. 
Reactie met semicarbazide leverde na 30 minuten een U. V. -
spectrum met ε = 14. 000 bij 227 ιημ. De plaats van dit maxi­
mum is merkwaardig voor een lacton semicarbazon. De mono-
broomverbinding XlXa kan ook en in betere opbrengst v e r k r e ­
gen worden door Xa met 1 mol broom te laten reageren. Een 
dibroom verbinding werd hierbij niet gevonden. 
8. De I. R. - spectra van Xa, ΧΠΙ en XIV 
Bij de vaststell ing van de s t ructuur van Xa zijn ook de I. R. -
spect ra van deze stof en de analoge crotonolactonen ХШ en 
XIV met elkaar vergeleken. Uit het I. R. - spectrum van Xa, 
opgenomen in KBr (I. R. 1) hebben de volgende absorptieban-
den betrekking op de enollacton s t ructuur : 3090, 2693, 2520 
c m - 1 : enol OH met s terke Η brug. 
1718 c m - l ; C=0 lacton, geconjugeerd met C=C, ext ra v e r ­
laagd door s terke Η brug. 
1660 c m - 1 : C=C. 
Dit spectrum s temt overeen met het door Hift en M a h l e r 1 * ^ 
gepubliceerde LR.-spectrum van 2,4-dihydroxy-crotono-l,4-
lacton ΧΠΙ, opgenomen in nujol: enol OH banden bij 3150 en 
2700 c m - 1 , c=0 lacton band bij 1710 c m - 1 en C=C bij 1640 
c m - 1 . Deze lage frequentie van de C=0 band is voor een 1,4-
lacton opvallend. Hetzelfde spectrum vonden Kabachnik c.s . 108 
voor de Q!-alkyltetronzuren. Bij geënoliseerde /3-diketo v e r -
bindingen is deze grote verlaging van de C=0 frequentie bekend 
en wordt toegeschreven aan een door resonantie ges tabi l i seer -
de s terke Η brug (conjugate chelation) Ш . De tetronzuren b e ­
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Д-diketon (enol) conjugate chelation α-diketon (enol) 
Dit geldt zowel voor intra- als intermoleculaire waterstof­
bruggen (dimeren). Bij cyclische verbindingen is deze laatste 
mogelijkheid om sterische redenen zelfs waarschijnlijker. Bij 
or-diketo verbindingen ontbreekt deze resonantie mogelijkheid. 
De sterke verlaging van de C=0 frequentie moet worden toe -
geschreven aan de invloed van de kristalstructuur. Om deze 
invloed kwijt te raken dient in oplossing te worden gemeten. 
Om oplosbaarheidsredenen is voor Xa alleen methanol ge­
schikt. Het gebied van de C=0 en C=C absorpties van Xa, 
ХТП en XIV opgenomen in methanol is hier weergegeven (fig. 
12). De C=0 lacton band wordt nu slechts beïnvloed door con-
jugatie met de C= С binding en H brug vorming met het oplos­
middel enbevindtzichbij 1761 c m - 1 . De spectra van deze drie 
stoffen zijn vrijwel identiek. Het ontbreken van een tweede 
C=0 band is in overeenstemming met de enol structuur van 
deze stoffen in (methanolische) oplossing. 
I-UU 1TUU 1600 ItlUO 1700 1600 lbOO 1T00 1600 c m - i 
Fig.12 
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9. Het chromatogram van Xa 
Behalve de vlek met Rf 0.35 werd in het papierchromatogram 
van Xa aanvankelijk nog een zwakkere vlek met Rf 0.10 gevon-
den, welke dezelfde kleurreacties vertoonde, dus van een ge-
lijksoortige stof(lacton) afkomstig moest zijn. Ook na her-
kristalliseren veranderde dit beeld niet, om welke reden een 
mengsel van 2 stoffen minder waarschijnlijk is. Een andere 
mogelijkheid i s , dat de tweede stof uit Xa ontstaat. Een ge-
leidelijk voortgaande omzetting gedurende de chromatografie 
is onwaarschijnlijk, aangezien de veel snellere dunne laag 
chromatografie met cellulose poeder of silicagel als drager 
hetzelfde beeld vertoonde als het papierchromatogram. Een 
omzetting, welke snel tot een evenwicht leidt, ligt dan meer 
voor de hand. In overeenstemming hiermee is een zwakke baan 
zichtbaar tussen de twee vlekken. Deze staartvorming is vaak 
waar te nemen bij de papierchromatografie van carbonzuren, 
waar het evenwicht COO~«=e COOH aanwezig is. 
Het beter water oplosbare ion heeft de laagste Rf waarde. Het 
evenwicht enolaatt=»enol is echter in het geval van Xa niet 
waarschijnlijk, daar in het gebruikte loopmiddel: butanol/ 
azijnwater/water dissociatie van de zwak zure enolgroep te 
gering zal zijn. Bij elutie van de beide vlekken van een dunne 
laag chromatogram bleek het U. V.-spectrum gelijk te zijn en 
overeen te komen met dat van Xa. De meting van hetl.R.-spec-
trumvande gevriesdroogde eluatenbleek niet mogelijk tenge-
volge van sterke absorptie van uit het dragermateriaal mee 
geëlueerde stoffen. Om deze storende verontreinigingen kwijt 
te raken, werd het dragermateriaal met zoutzuur gewassen. 
Nu bleek Xa op dit materiaal nog slechts één vlek op te leve-
ren. De vlek met Rf 0.10 en de tussenliggende baan werden 
dus veroorzaakt door complex- of zoutvorming van het enol-
lacton met de in het dragermateriaal (zowel papier als silica-
gel) voorkomende verontreinigingen. Daar deze met zoutzuur 
zijn te verwijderen, zijn dit waarschijnlijk metaalzouten of 
oxyden. Xa is dus chromatografisch homogeen. 
10. De hydrolyse van Xa 
De omzetting van Xa metbariet leidde niet tot de vorming van 
een kristallijn Ba zout van het heptulosonzuur Vla. Na het ver-
wijderen van de Ba+ ionen met een ionenwisselaar, werd na in-
61 
dampen een evenmin kristalliserende stroop verkregen, wel-
ke volgens het papierchromatogram behalve het zuur Vla nog 
andere componenten bleek te bevatten. De hydrolyse van Xa 
mét 0.8 η zoutzuur voerde eveneens tot een chromatografisch 
niet zuivere stroop, welke wel voornamelijk uit Vla bestond. 
Het verloop van de zure hydrolyse was te volgen door middel 
van het U. V.-spectrum en dunne laag chromatograf ie : de ex­
tinctie was in 24 uren tot 10% van de oorspronkelijke waarde 
gedaald en na drie uren was een duidelijke kleurreactie met 
o-phenyleendiamine op het dunne laag chromatogram waar­
neembaar, ten teken dat het heptulosonzuur gevormd was. 
Deze vlek kleurde eveneens met aniline-xylose (carbonzuur) 
en perjodaat-thiobarbituurzuur. Uit de hydrolyse met zuur van 
Xa tot het 3-deoxy-heptulosonzuur Vla volgt, dat het lacton Xa 
een tussenproduct kan zijn bij de omzettingen van ПІа of Dia 
in Vla, welke onder invloed van een zure katalysator verlopen. 
Dit geldt ook voor de C6 reeksen: het enollacton kon aange­
toond worden in de moederloog van het kristallijne 3-deoxy-
L - e r y t h r o -hexulosonzuur door middel van het U.V.-spec­
trum en het papierchromatogram. 
4.2.2. Het 3-deoxy-l-imino-D-ar abino-heptulosono-
1,4-lacton (Xla) 
Bij de omzetting van Ша met "Amberlite IR 120 H" in het 3-
deoxy-heptulosono lacton Xa, werd een tweede kristallijne stof 
verkregen met een smeltpimt 124-130oC Xla (zie pag. 46). Uit 
de elementairanalyse volgde voor deze stof als samenstelling 
C7H11O5N. Bij de behandeling van de synthese van de hexulo-
sonzuren(4.1) is reeds opgemerkt, dat Kuhn с.s. 96 hierbij een 
stikstofhoudend bijprodukt vonden bij de overeenkomstige om­
zetting, waaruit bij verwarmen met loog ammoniak werd ver­
kregen, om welke reden deze stof voor een amide werd gehou­
den. OokbijXIa werd ammoniak gevonden door verwarmen met 
loog. De bovenvermelde brutoformule is evenwel niet in over­
eenstemming met het amide van het 3-deoxy-heptulosonzuur 
(CyH-^OgN), doch met een iminolacton. 
In het I. R. -spectrum (in KBr) zijn absorptiebanden te vinden 
bij 1730 cm-1 (C=0), 1656 c m " ! zeer sterk en breed (C=N), 
1422 cm-1 (CH2 naast C=0) (I. R. 2). 
Dit kan duiden op een of-keto-iminolactonstructuur: Xla is dan 
het 3 - d e o x y - l - i m m o - D - a r a b i n o - heptulosono-l,4-lacton. 
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Bij 3170, 2770 en 2677 c m - 1 zijn de karak- ι C=NH 
teristieke banden van een zuur, chelaat ge- | ' • 
bonden, proton te vinden. Deze banden moe- О | 
ten in XIa aan de =N-H groep worden toege- I CH2 
schreven. Een zwak zure functie kon door | l™ 
potentiometrische titratie gevonden worden | 
met pK + 10. 6. In methanolische oplossing HCOH 
vertoonde het LR.-spectrum slechts I s t e r - н г п н 
ke band bij 1693 cm-1. Blijkbaar zijn de C= tiyua 
O en С =N banden, welke in de kristallijne H2COH 
toestand afzonderlijk waarneembaar zijn, in 
dit geval samengevallen. Xla 
In het U. V. - spectrum werd een maximum 
gevonden bij 225 ту met ε = 1800 in methanol en in water. Uit 
de overeenkomst van de U. V. - spectra van de iminolactonen 
ІПа enb en de lactonen IXa en b (en van de overeenkomstige 
verbindingen in de C6reeks), valt af te leiden, dat de substi­
tutie van de imino- door de carbonylgroep van weinig invloed 
is op het spectrum. Het hoofdmaximum bij de iminolactonen 
ligt bij 287 ιημ, bij de lactonen bij 292 ιημ met vrijwel gelijke 
molaire extinctie (U. V. 1 en 2). 
De absorptie bij 240 ιημ in deze laatstgenoemde spectra is toe 
te schrijven aan de phenylaminogroep. N-methylaniline heeft 
een maximum bij 245 ιημ. Een dergelijke absorptie vinden wij 
eveneens bij phenylaminoaldononitrillen. 
De bovengenoemde hoofdmaxima zijn dus afkomstig van de imi-
no-respectievelijk carbonylgroep in conjugatie met een dub­
bele binding. Het zou nu voor de hand liggen uit de overeen­
komst van het spectrum van Xla met dat van Xa (maxima bij 
225 ιημ respectievelijk 229. 5 ιημ) tot de aanwezigheid van een 
enolvorm van Xla in oplossing te besluiten. 
De lage molaire extinctie zou er dan op wijzen, dat deze slechts 
voor + 22% voorkomt (ε van Xa is + 8000). Daar uit het I. R. -
spectrum in oplossing niet de aanwezigheid van een dubbele 
band bij 1650-1660 c m - ! blijkt, is de enolvorm niet aanwezig 
en moet het U.V.-spectrum worden toegeschreven aan de con­
jugatie van de iminolacton- met de a-ketogroep. 
Het U. V. - spectrum van Xla nam af met de tijd. Deze daling 
was pH afhankelijk: bij pH 1 was de extinctie na 24 uur 92% van 
de beginwaarde; bij pH 6 80%; bij pH 8 59%; bij pH 12 werd 
geen spectrum meer gevonden. 
Een verschuiving van het maximum, zoals dat bij Xa optrad, 
werd niet waargenomen. In methanol onderging de extinctie 
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geen verandering. Deze met toenemende pH snel ler verlopen­
de ontleding is waarschijnlijk geen hydrolyse van de imlnogroep 
onder afsplitsing van ammoniak. Deze afsplitsing t rad s lechts 
op onder dras t i scher condities. Inzuurmil ieu is Xla het mees t 
stabiel. Dit bleek ook bij pogingen deze stof om te zetten in het 
3-deoxy-heptulosonzuur Vla ofhetlacton Xa. Hiertoe werd Xla 
gedurende dr ie dagen bij 0-5 oC weggezet in zoutzuur. Na voor­
zichtig indampen werd Xla voor 30% kristall i jn teruggevonden 
met smeltpunt 128-129°C. Een mengsmeltpunt vertoonde geen 
depress ie (125-1280C). 
Ook het I. R. - spectrum van de teruggewonnen stof was iden­
tiek met dat van Xla. Hetpapierchromatogramvan de moeder­
loogwees op m e e r d e r e ontledingsproducten naast Xla. Blijkens 
de k leurreact ies kunnen het heptulos onzuur en het lacton Xa 
hieronder in geringe mate voorkomen. 
Een analoog resul taat werd verkregen door Xla in water opge­
lost met "Amberl i te IR 120 H" gedurende 2 uur bij 500C te 
r o e r e n : 20% werd hierbij kristalli jn teruggevonden. Hieruit 
volgt, dat Xla geen normaal tussenproduct is bij de omzetting 
van ПІа in Xa of het heptulosonzuur Vla, daar deze reeds bij 
mi ldere omstandigheden verloopt en in het geval van Xa tot 
kristall i jne stof leidt. Xla is het product van een nevenreac-
tie,waarbi j de phenylaminogroep e e r d e r afsplitst dan de imi-














































Wanneer bij de hydrolyse van Ша eerst de iminogroep afge­
splitst wordt (reactie A), dan zal, indien dit onder invloed van 
een zure katalysator geschiedt, het ontstane, zuur labiele lac-
ton IXa verder reageren onder hydrolyse van de phenylamino-
groep tot Xa en het zuur Vla. Is geen zure katalysator aanwe­
zig, dan kan het lacton IXa geïsoleerd worden. Het iminolac-
ton Xla blijkt dus vrij zuurstabiel te zijn. Door Kuhn en mede-
werkers 112 i s n u aangetoond, dat de iminolactonstructuur in 
het algemeen juist bijzonder gevoelig is voor zuur. De stabi-
liteit van Xla moet nu aan de aanwezigheid van de or-ketogroep 
worden toegeschreven. Onder invloed hiervan neemt de basi-
citeit van het iminostikstofatoom af en zal derhalve moeilijker 
geprotoneerdworden. De iminogroep zal zelfs een zuur karak-
ter kunnen krijgen. 
Vermeld is reeds, dat Xla een zeer zwak zuur is. Deze zure 
functie zal de =NH groepering zijn, gezien het ontbreken van 
de enolvorm in oplossing. Xla is niet bestand tegen verhitten 
in waterige oplossing. Na verwarmen van de oplossing op lOOoc. 
gedurende één uur (waarbij bruinkleuring optrad) kon na in-
dampen geen kristallijne stof meer verkregen worden. Deze 
thermische instabiliteit is wellicht de oorzaak, dat bij her-
haald kristalliseren van Xla uit dioxaan of aethanol het smelt-
punt daalde en een lang smelttraject werd gevonden. Bij kr is-
talliseren uit azijnzuur was dit verschijnsel minder sterk waar 
te nemen. In de semicarbazonbepaling van Qt-ketozuren99 toe-
gepast op Xla werd na Suren een maximum bereikt bij 260 ιημ 
met ε =9500. In tegenstelling tot pyrodruivenzuur of de aethyl-
ester hiervan reageren zowel Xa als Xla opvallend langzaam 
met semicarbazide, hoewel beide stoffen geheel of gedeelte­
lijk inketovorm in waterige oplossing voorkomen. Anders dan 
Xa reageert Xla echter wel met o-phenyleendiamine zoals ook 
bij de kleurreacties in tabel 3 op pag. 46 is aangegeven. Het 
bij deze reactie ontstane chinoxalinederivaat is in kristallijne 
vorm te isoleren en bleek identiek te zijn met het chinoxaline­
derivaat verkregen uit het heptulosonzuur Vla. Deze stof zal 
nog besproken worden bij de derivaten van het 3-deoxy-hep-
tulosonzuur (4. 3). 
De door Kuhn 9 6 in de CQ reeksen genoemde stikstofhoudende 
verbinding is waarschijnlijk eveneens een iminolacton. Pogin­
gen deze stof inde L - e r y t h r o reeks te isoleren hebben geen 
succes gehad. 
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4.2. 3. De chromatografische zuivering van het 
3-deoxy-D-arabino-heptulosonzuur (Vla) 
Aangezien noch de alkalische, noch de zure hydrolyse van het 
lacton Xa tot het zuivere heptulosonzuur Vla leidde, werd ge­
tracht dit zuur zuiver te verkrijgen door middel van chromo-
tografie over een cellulose kolom van de door hydrolyse van 
Ша verkregen stroop. Daartoe werd Ша met zoutzuur en 
vervolgens met "Amberlite Щ 120 H" behandeld op de reeds 
beschreven wijze (pag.45). De voornaamste vlekken van 
het papierchromatogram van deze stroop zijn weergegeven in 
tabel 5 met vermelding van de kleurreacties. 
T a b e l 5 
Rf 
0.20-0. 30 








































Loopmiddel: butanol/azijnzuur /water 4:1:1, papier: S en S 
2043 bm. Voor de betekenis van de afkortingen zie tabel 
3 op pag. 46. 
Volgens de kleurreacties is de vlekmet Rf 0.20-0.30 het hep-
tulosonzuur. De reactie met hydroxylamine-ferrichloride is 
afwijkend van kleur en duidt niet op de aanwezigheid van esters 
of lactonen. Met de reagentia triphenyltetrazoliumchloride, 
anilinephthal a at (beide reacties op reducerende stoffen), o-
phenyleendiamine en perjodaat-thiobarbituurzuur werden tot 
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aan de opbrengplaats doorlopende vlekken verkregen. Dit kan 
wijzen op de aanwezigheid van zouten van het heptulosonzuur. 
De vlek met Rf 0. 30 - 0. 34 is volgens de reacties het lacton 
Xa. De daaropvolgende vlek met Rf 0. 34 - 0. 45 vertoont veel 
overeenkomst in reacties met het zuur Vla met uitzondering 
van de perjodaat-thiobarbituurzuurreactie, welke een sterk 
gele kleur opleverde. 
De zwakke vlek bij Rf 0. 47 - 0. 54 kan een pyranoselacton van 
Vla zijn. Met de zeer gevoelige perjodaat-thiobarbituurzuur-
reactie zijn nog zwakke vlekken bij Rf 0. 70 waarneembaar. 
De stroop werd op een kolom van cellulosepoeder gebracht, op-
gelost in het loopmiddel. Geëlueerd werd met butanol / azijn-
zuur/water 4 :1 :1 . Van de opgevangen fracties werd de sa-
menstelling onderzocht met behulp van dunnelaag chromato-
grafie op cellulosepoeder met hetzelfde loopmiddel. 
De fracties welke overwegend het heptulosonzuur bevatten, 
werden samengevoegd en ingedampt. De resulterende kleur-
loze stroop kristalliseerde echter niet, noch uit alcohol noch 
uit dioxaan. Het papierchromatogram van deze stroop duidde 
op vrij zuiver Vla. Met aniline-xylose werd een vlek gevonden 
met Rf 0. 23 - 0. 29, met perjodaat-thiobarbituurzuur Rf 0. 05 
-0. 29 en een zwakke vlek met Rf 0.70. Deze laatste vlek kan 
de butylester van Vla zijn, door verestering tijdens de chro-
matografie ontstaan. 
4.2.4. De l y x o - r e e k s 
Op pag. 46 is beschreven,dat hetphenylamino-D - l y x o - h e p -
toneno lacton IXb op dezelfde wij ze als het a r a b i n o - i s o m e e r 
K a uit het overeenkomstige tussenproductVIDb verkregen kon 
worden. Verwarmen van IXb met "Amberlite IR 120 H" in wa-
terige oplossing op de wijze, waarop in de a r ab i n o - r e e k s 
het lacton Xa werd verkregen, leverde in de 1 y χ о - reeks ech­
ter geen kristalliserende verbinding op. In de verkregen, zuur 
reagerende stroop, waarin papierchromatografisch het heptu­
losonzuur aantoonbaar was, was volgens het U.V. -spectrum 
ook het enollacton aanwezig (λ max in water 230 ιημ en bij pH 8 
262 ιημ). Een poging uit deze stroop het 3-deoxy-D-lyxo-
heptulosonzuur als Ba zout te isoleren heeft geen succes ge­
had. 
67 
S-Deoxy-l-imino- D -1 y χ о - heptulosono-1,4-lacton (ХЛэ) 
In de a r a b i n o -reeks voerde behandeling van Villa met "Am-
berlite IR 120 H" tot Xa en XIa. 
ШЬ leverde bij deze behandeling slechts 1 kristallijne ver­
binding op. 
Uit de analyse, U. V. - en I. R. -spectra 
volgde, dat deze stof het iminolacton Xlb 
is. Het U. V. -spectrum is gelijk aan dat 
van Xla. Het LR.-spectrum is gelijk wat 
betreft de voor deze structuur karakte­
ristieke banden: 1738 c m - 1 scherpe band 
C=0, 1663 cm-1 brede band C=N, 1419 
cm-1 CH2 naast C=0. 
Bij 3170,2770 en 2678 cm-1 zijn de band­
jes van een zuur, chelaat gebonden, pro­
ton te vinden (Ш 3). Deze stof vertoonde 
ook het verschijnsel, dat het smeltpunt 
daalde bij omkristalliseren, evenals Xla. 
4.3. D e r i v a t e n v a n de 3 - d e o x y - a l d u l o s o n z u r e n 
De volgende verbindingen zijn bereid: 
1. 3-deoxy-L-erythro-hexulosono-1,4-lacton semicarba-
zon 
2. 3-deoxy-D-a r a b i n o -heptulosono-1,4-lacton semicarba-
zon (Х Па) 
3. 3-broom-3-deoxy-D - a r ab ino-heptulosono-1,4-lacton 
(XSXa) 
4. 2,3 - dibroom - 3-deoxy- D - a r a b i n o - heptono-1,4-lacton 
(Х Ша) 
5. 3-deoxy -2-O-methyl-D-arabino-heptono-2-een- l ,4-
lacton (XXa) (methyl enol aether van Xa) 
6. 3 - deoxy - 2 - S -aethyl - D - a r a b i n o - heptono-2-een -1,4-
lacton (XXIa) (aethyl thio enol aether van Xa) 













8. methyl ( methyl - 3 - deoxy-D - a r a b i n o - heptulosid)onaat 
(ХХШа) 




11. 3-(D е п Ь - е г у і Ь г о - г · , 3', 4'-trihydroxy)butyl-2 (1H)-
chinoxalinon (XXVI) 
12. 3 - ( 2 , , 5 , - a n b y d r o - D - a r a b i n o - 2 l , 3', 4', 5 f-tetrahydro-
xy)pentyl-2 (IH)-chinoxalinon (ХХ Па). 
De semicarbazonen (1 en 2) en de twee broomverbindingen (3 
en 4) zijn reeds besproken (pag. 54 resp. 58). Het onder 9 ge­
noemde phenylhydrazon is bereid volgens het voorschrift van 
Kuhn96voor het D-isomeer. Dit geldt eveneens voor de onder 
11 genoemde chinoxaline derivaten. Deze stoffen uit de C6-
reeks dienden als vergelijkingsmateriaal voor de overeenkom­
stige C7 verbindingen. 
5. De methyl enol aether van Xa (XXa) werd verkregen door 
behandeling van Xa met diazomethaan. De kristallijne stof 
smolt bij 160-162oC. Het papierchromatogram vertoonde 
één vlek met Rf 0. 42 gekleurd met ΚΜηθ4 (bij de oxydatie 
van de dubbele binding ontstaat bruinsteen). De stof rea­
geerde niet met o-phenyleendiamine en (merkwaardiger­
wijze) niet met hydroxylamine-FeCls. 
In het U.V.-spectrum werd een maximum gevonden bij 229 
т ц ε = 7900 in water. Dit spectrum onderging geen veran­
deringbij pH 8. De opvatting .dat het bij Xa gevonden U.V. -
spectrum bij 229 т ц van de enolvorm afkomstig is, wordt 
dus hierdoor bevestigd. In het I. R. -spectrum, opgenomen 
in KBr, werd de C=0 lacton band bij 1769 cm~l en de C=C 
band bij 1662 cm~l gevonden. De banden van de enol OH-
groep ontbreken. In methanol opgenomen liggen de C=0 en 
de C=C banden respectievelijkbij 1761 en 1654 c m - 1 dus op 
dezelfde plaats als in het I. R. -spectrum van Xa in metha­
nol (zie fig. 12). Een vlotte hydrolyse van de lactonring werd 
pas bij pH 10. 5 gevonden, waaruit bleek, dat deze tame­
lijk stabiel is. Het loogverbruik bleef evenwel na de hy-
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drolyse van het lacton doorgaan, hetgeen op ontleding van 
de stof duidde. Het was dus niet mogelijk het moleculair-
gewicht op deze wijze te bepalen. 
6. De behandeling van Xa met aethylmercaptaan en geconcen-
en treerd zoutzuur leverde 2 kristallijne stoffen op. De stof 
7 welke als eerste kristalliseerde, had een smeltpunt 130-
1320C (na kristallisatie uit aethylacetaat). In het papier-
• chromatogram werd één vlek gevonden met Rf 0. 67. 
— C=0 ι c=o 
C-SC2H5 I c ^ S C 2 H 5 
си ? ¿Í^HS 
1 1 







Op grond van de analyse en het I. R. -spectrum werd aan deze 
stof de structuur van de aethylthioenolaether toegekend (XXIa). 
Het I.R.-spectrum in KBr vertoonde de volgende banden: 3070 
cm-1 C-Η naast dubbele binding, 1740-1723 cm-1 brede ster­
ke band lacton C=0, 1586 cm-1 scherpe band C=C. Deze stof 
heeft een U. V. - spectrum met maximum bij 270 πψ 
ε = 6400. 
De tweede stof, die werd geïsoleerd, had een smeltpunt 95-
960C (na kristallisatie uit benzeen). In het papierchromato-
gram werd één vlek met Rf 0.80 gevonden. De analyse was in 
overeenstemming met het diaethyl dithioacetaal ХХПа. In het 
I. R. -spectrum (in KBr) werd de lacton C=Oband bij 1753 cm-1 
gevonden. Een C=C band is niet aanwezig. 
8. Het methylglycoside ХХШа werd verkregen doorXa in me-
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thanol met "Amberlite IR 120 H* 24 uur te koken. Het is 
een kristallijne stof met smeltpunt 147-1490C. In het pa-
pierchromatogram werd één vlek met Rf 0. 63 gevonden 
(kleuring met NH20H-FeCl3, T. T. C. negatief). De analy-
se was in overeenstemming met een methylester-methyl-
glycoside. In het I. R. - spectrum werden bij 1740 c m - 1 de 
C=0 en bij 1174 cm-1 de C-O esterbanden gevonden. Daar 
een pyranosestructuur het meest waarschijnlijk is , komt 
ХХШа de volgende structuur toe, waarbij de configuratie 





















ХХШа ХХ а 
10. Het phenylhydrazon XXVa werd bereid door Xamet phenyl-
hydrazine te verwarmen. Na kristallisatie uit aethanol werd 
een stof met smeltpunt 217-2190C verkregen. Het U. V. -
spectrum is gelijk aan phenylhydrazon uit de С 6 reeks 
(XXIV). 
Maxima bij 232 ιημ e = 10.500, 294.5 my ε = 7900 en 332 πψ 
ε = 22.300 ( U. V. 4). 
Het I. R.-spectrum (in KBr) vertoont banden bij : 1743 cm"l 
C O lacton, 1586 cm-1 c=N, 1423 cm"! CH2 naast C=N, 
welke de structuur bevestigen. De stof reageerde normaal 
inde NH20H-FeCl3 reactie. Dit is in overeenstemming met 
een lactonstructuur, waar ook de analyse op wees. 
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12. Het chinoxaline derivaat ХХ Па van 3-deoxy-D- a r a b i ­
no -heptulosonzuur. Condensatie van o-phenyleendiamine 
met een aldulosonzuur voert tot een 2-hydroxy-3-polyhy-
droxyallqrlchmoxalinell^. Deze verbinding is verantwoor­
delijkvoor de gele fluorescentie in U. V.-licht bij de kleur-
reactie met o-phenyleendiamine op a-ketozuren. Door de 
goede kristallisatie eigenschappen zijn deze stoffen even­
als het phenylhydrazon zeer geschikt om een or-ketozuur te 
identificeren. 
Zowel het iminolacton Xla als het heptulosonzuur Vla geven 
de bovengenoemde kleurreacties, doch het lacton Xa niet. 
Onderzocht is of het bij de reactie van Xla en Vla dezelfde 
verbinding betreft. Daartoe zijn de chinoxalinederivaten van 
deze beide stoffen geisoleerd en geidentificeerd. Zij bleken 
identiek te zijn volgens smeltpunt, mengsmeltpunt, U. V. -
en I. R. - spectrum. Het U. V. -spectrum van het chinoxali-
nederivaat uit de C7-reeks is identiek met het spectrum van 
de beide chinoxalinen uit de C6-reeks. Maxima bij 229 πψ 
ε = 21. 200, 280 my ε = 6050 en 340 mu ε = 7000 (U. V. 5). 
De elementairanalyse van ХХ Па bleek echter in overeen­
stemming te zijn met de formule C13H14O4N2 in plaats van 
C13H16O5N2, welke laatste verwacht kon worden. De aan­
wezigheid van een"lactonring" als verklaring voor het ont­
breken van een molecule water, werd weerlegd door het 
I. R.-spectrum, waaruit bleek, dat deze 2-hydroxychinoxa-
linen in de hiermee tautomere ketovorm voorkomen (I. R. 4). 
Banden bij 1650 cm-1 C=0, 1565 c m - ! amide (in KBr). In 
dit I. R. - spectrum viel op, dat de OH absorptie in het ge­
bied van 3000 - 3500 cm~l in vergelijking met de C=0 band 
zwakker is,dan de overeenkomstige absorptie in het I. R. -
spectrum van het chinoxalinederivaat uit de C6-reeks 
(XXVI). Dit wees er op,dat ХХ Па minder OH groepen be­
vat dan XXVI, hoewel verwacht kan worden, dat deze ver­
houding 4 op 3 zou zijn. De chinoxalinederivaten uit de C6-
reeks hebben een "normale" analyse 9 6 . Wanneer in ХХ Па 
een anhydro structuur zou voorkomen, dan zijn slechts 2 
OH groepen aanwezig. Meting van de moleculaire extinctie 
van de OH absorptie bij 3400 cm-1 ш dimethylformamide 
leverde voor XXVIIa een waarde 160 op. Als vergelijkings-
stoffen werden D-xylose en D-glucose met respectievelijk 
4 en 5 OH groepen gebruikt. Voor D-xylose werd als mole-
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culaire extinctie 370 gevonden, dus 92. 5 per OH groep en 
voor D-glucose 440 dus 88 per OH groep. De gemiddelde 
moleculaire extinctie voor 1 OH groep is dus 90. Hieruit 
volgt voor ХХ Па de aanwezigheid van 2 OH groepen. De 




















U. V. -spectrum van Ш a en b in 







U. V. -spectrum van IXa en b in methanol 
λ max 292 ιημ 
5000 " 
I pH 5. 6 λ max 229. 5 m\i 
II pH 8 λ max 261 ιημ 
III pH 6. 7 λ max 231. 5 ιημ 
261 ιημ 
ιημ 







U. V. -spectrum van XXVa In 
methanol λ max. 232, 294. S, 
332 my-
• I t i l i I I 
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LR. 2 I. R. -spectrmn van Xla in KBr (Hilger H 800 spectrophotometer) 
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Ι. R. 4 I. R. -spectrum van ХХ Па in KBr (Unicam Sp 100 roosterspectrometer) 
H O O F D S T U K 5 
E x p e r i m e n t e e l gedeelte" 1 ") 
Voor de synthese van de 3-deoxy-hexulosonzuren wordt verwe­
zen naar de publicatie van Kuhn с. s. 96 en onze mededeling 
over de bereiding van de beide kristallijne e r y t h r o zuren98. 
Alle smeltpunten zijn gecorrigeerd. De micro-analysen wer­
den uitgevoerd door de micro-analytische afdeling van het La­
boratorium voor Organische Scheikunde der Universiteit van 
Amsterdam o.l.v. de heer P. J. Rubers en door de analytische 
afdeling van het Organisch Chemisch Laboratorium der Rijks­
universiteit te Groningen o. 1. v. de heer W. Hazenberg. De 
U. V. -spectra zijn gemeten met een Beekman DK2 spectropho­
tometer o. 1. v. de heer H. Keuker op de Research laboratoria 
van de N. V. Philips-Duphar. De I. R. -spectra zijn deels ge­
meten op het Natuurkundig Laboratorium van de N.V. Philips 
te Eindhoven met een Hilger H 800 spectrophotometer о. 1. v. 
de heren Dr. J.Bakker en H.M. van den Bogaert en deels op 
de Research laboratoria van de N. V. Philips Duphar met een 
Unicam Sp 100 roosterspectrophotometer door de heer F. van 
Deursen. 
Door de in vele gevallen geringe stofopbrengsten en door ver­
liezen bij het herkristalliseren zijn verschillende stoffen niet 
tot volledige zuiverheid geherkristalliseerd. Dit is waarschijn­
lijk de reden, dat sommige analysen afwijken. 
2-deoxy-2-phenylamino-D-gluco-heptononitril Па 
36 g D-glucose werd met 20 ml aniline en 200 ml aethanol op 
een stoombad 1 uur gekookt, waarbij de vaste stof niet geheel 
oploste. Vervolgens werd 30 ml water toegevoegd en nog één 
uur gekookt. De ontstane,heldere oplossing werd nu afgekoeld 
in ijswater tot 10oC,waarna 24 ml HCN werd toegevoegd.De-
+) Met medewerking van de heer H. W. Geluk. 
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ze oplossing bleef een nacht bij kamertemperatuur staan. De 
uitgekristalliseerde stof werd afgezogen en met aethanol en 
aether uitgewassen. Verkregen werd 38. 5 g (68%) smp. 161-
162ο0. Na een nacht staan werd een tweede fractie verkre­
gen: 4. 6 g smp. 157-1580C. 
Na indampen van de moederloog tot 40 ml kon een derde kris-
tallijne fractie verkregen worden 5. 4 g smp. 156-1580C. To­
tale opbrengst 48. 5 g (86%). 
L R.-Spektrum (in KBr):nitrilband bij 2230 cm-1, С- С arom. 
1604 en 1500 cm-1 
Gevonden: С 54.6; H 6.3; Ν 9. 8 
Berekend voor C 1 3H 1 8 0 5 N2 (282. 22): 
С 55.31; Η 6. 42; N9.92. 
2-Deoxy-2-phenylamino-D-galacto-heptononitril Vllb 
72 g D-galactose met 40 ml aniline werd in 400 ml aethanol 
een half uur gekookt. Daarna werd 120 ml water toegevoegd en 
één uur gekookt. Na een half uur was alle stof opgelost. In i js-
water werd vervolgens de oplossing tot 5oc gekoeld, waarna 
50 ml HCN werd toegevoegd. Na een nacht staan bij kamer-
temperatuur werd de gekristalliseerde stof afgezogen en met 
aethanol en aether gewassen. 
Opbrengst 90. 2 g (81%) smp. 149-1530C. 
(Q!)^3 = -880 (c = 1. 5 in methanol). 
I. R.-spectrum (in KBr): nitrilband bij 2220 cm-1, 
C=C arom. 1610 en 1509 cm"!. 
Gevonden: С o-i. 9; H 6. 6; N 9 . 5 
Ber. voor C13H18O5N2 (282. 22): С 55. 31; H 6. 42; Ν 9. 92. 
2,3-Dideoxy-l-imino-2-phenylamino - D - a r a b i n o -
heptono-2-een-l,4-lacton ІПа 
Aan 50 g nitrii Vila werd 250 ml methanol en een oplossing van 
1. 62 g КОН in 60 ml methanol toegevoegd. Het mengsel werd 
omgeschud en 24 uren bij kamertemperatuur weggezet. Na fil­
treren met wat kool werd de oplossing ingedampt in vacuo tot 
een stroop. 
Na toevoegen van 150 ml water loste de stroop op en kristal­
liseerde vervolgens. Na 15 minuten werd de stof afgezogen en 
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met water gewassen. Opbrengst 30.9 g (66%). Na kristallisa-
tie hiervan uit 150 ml methanol en 250 ml water werd 20 g ver­
kregen. 
Smp. 103-105oC 
(α)23 = -1330 (с = 1.5 in methanol). 
U.V.-spectrum: λ max.287 mpe = 12.100 (methanol) (U.V. 1). 
2,3 Dideaxy-l-imino-2-phenylamino D -1 у χ о -
heptono-2-een-l,4-lacton VÓlb 
Op de wijze als beschreven voor Ша werd 90 g nitrii ПЬ in 
450 ml methanol behandeld met een oplossing van 3 g КОН in 
100 ml methanol. Na 20 uren werd ingedampt in vacuo tot 
stroop, 400 ml water toegevoegd en enkele minuten geroerd 
tot de stof kristalliseerde. Na één uur werd af ge zogen en met 
water gewassen. 
Opbrengst 49. 8 g (59%) smp. 117-1180C. 
U.V.-spectrum: λ max. 287 πψ ε = 12. 900 (methanol) QJ. V. 1). 
I. R. -spectrum (in KBr): 1684 c m - 1 С =N, 1653 cm-·1 С = C, 
1605 en 1503 c m - ! C=C arom. 
2,3-Dideoxy-2-phenylainino- D - a r a b i n o -
heptono-2-een-l,4-lacton DCa 
20 giminolactonVniawerd met 200 ml water op een stoombad 
onder roeren verwarmd. In 10 minuten was alle stof opgelost. 
Na één uur verwarmen werd de zeer donker geworden oplos-
sing met wat kool gefiltreerd. Bij afkoelen kristalliseerde de 
stof direct uit in blaadjes. Opbrengst 3. 52 g (17.6%) smp. 157 
-1580C. 
Na indampen van het filtraat werd nog 2. 26 g stof verkregen. 
Totaal 5. 78 g (29%).
 2 3 
Na kristallisatie uit water was het smp. 158-1590C. (a)j) = 
-1820 (c=l. 5 in methanol). 
U.V.-spectrum: λ max. 292 my e = 12. 300 (methanol) (U. V. 2). 
I. R. -spectrum (in KBr): 1737 c m - 1 C=0 lac ton, 
1670 cm" 1 C=C, 1605 en 1499 c m - 1 C=C arom. 
Gevonden: 
С 58.9, 58.8; H 5. 6, 5. 9; 0 30.4,30.4; N 5 . 3 
Ber. voor 
C 1 3 H 1 5 0 5 N ( 2 6 5 · 2 6 ) : C 5 8 · 8 7 ί H 5 · 7 0 ; 0 3 0 · 1 6 ί N 5" 2 9 · 
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2,3-Dideoxy-2-phenylammo - D - l y x o -
heptono-2-een-l,4-lacton EXb 
5 g iminolacton УШЬ werd met 50 ml water op een stoombad 
verwarmd. Na één uur verwarmen werd de donkere en troebe-
le oplossing met wat kool gefiltreerd. Bij afkoelen scheidde 
zich aanvankelijk wat teer af. De oplossing werd hiervan ge-
decanteerd. Na kristallisatie des nachts in de ijskast werd de 
stof afgezogen en met water gewassen: 0. 80 g (16%). 
Deze stof werd achtereenvolgens uitwater en aethanol gekris-
talliseerd na ontkleuren met kool (totaal 4 maal). Smp. 134-
1360C. U.V.-spectrum: λ max. 292 myi e = 13.400 (methanol) 
(U. V. 2). 
I. R. -spectrum (inKBr): 1760 cm-1 C = 0 1acton, 1666 c m - 1 
C=C, 1605 en 1499 cm-1 c=C arom. 
3-Deoxy-D-arabino-heptulosono-1,4-lacton Xa 
I UitDCa 
1 g K a werd met 10 ml "Amberlite IR 120 H" in 10 ml water 
gedurende 45 minuten bij 65oC geroerd. De ionenwisselaar 
werd afgefiltreerd en met heet water uitgewassen (8 χ 10 ml) 
tot het filtraat niet meer zuur reageerde. Het totale filtraat 
werd in vacuo ingedampt tot 5 ml, waarna 25 ml abs. aethanol 
werd toegevoegd en weer werd ingedampt. Er resulteerde 1.06 
g lichtgele stroop, welke na een nacht staan bij kamertempe­
ratuur kristalliseerde. Na 48 uren werd 2 ml aethanol toege­
voegd, waarin de resterende stroop oploste. Aether werd toe-
gedruppeld tot lichte troebeling. Na 48 uren staan bij QOC werd 
de kristallijne stof af gezogen en met 5 ml aethanol-aether (1:1) 
gewassen. 
Opbrengst 40 mg (6%) smp. 163-164°C. 
Π Uitvnia 
lOgVniawerdmet 60 ml "Amberlite IR 120 H" in 125 ml wa­
terbij 30-35OC gedurende één uur geroerd. Na filtratie en uit-
wassen van de ionenwisselaar met heet water (6 χ 80 ml) tot 
neutrale reactie, werd het totale filtraat in vacuo ingedampt 
tot 20 ml. De oplossing werd met wat kool ontkleurd en daar-
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да tot stroop ingedampt. De kristallis atie begon reeds bij het 
indampen. Na 2 dagen staan bij 0° werd de vaste stof af ge zo­
gen. De kristallen werden 2x met aethanol gewassen en daar­
na gedroogd. Opbrengst: 1. 80 g (25%) smp. 157°C. Uit het 
verzamelde filtraat werd Xla geïsoleerd (zie onder). 
De 1.80 g werden ter zuivering opgelost in 15 ml azijnzuur on-
der verwarmen en toedruppelen van water. Na een nacht staan 
bij 0°C werd afgezogen en gewassen met aethanol en aether. 
Verkregen 1.34 g smp. 167°C. Bij verdere kristallisatie ver-
anderde dit smeltpunt niet. 
(a)23 = -5 . 8° (c = 2. 8 in water); + 27. 5° (c = 3. 24 in dime-
thylsulfoxyde) na 40 minuten. 
U. V. -spectrum λ max. 229. 5 m\i ε 8400 (methanol) 
λ max. 229. 5 m\i ε 8000 (O. lnl^SO^na 11/4 
uur: 6000 
λ max. 261 ту ε 5500 (water pH 8) (U. V. 3) 
I.R. -spectrum (in KBr): 3090, 2693, 2520 c m " ! enol OH, 
1718 cm-1 C O lacton, 1660 cm-1 C=C (LR. 1); 
(in methanol) 1761 cm-1 c = 0 lacton, 1654 c m - 1 C=C. 
Gevonden: С 44.1, 44. 2; H 5. 2, 5. 3; О 50. 2. 
Ber. voor C-^HioOe (190.15): С 44. 22; H 5.31; О 50. 4S. 
Een analoog resultaat werd verkregen door ІПа gedurende 4 
uren bij kamertemperatuur met "Amberlitel.R. 120 H" te roe­
ren. 
3-Deoxy-l-imino-D-arabino-heptulosono-1,4-lacton Xla 
In de moederloog van Xa, verkregen door hydrolyse van ІПа 
(methode 2), trad opnieuw kristallisatie op. De oplossing werd 
tot + 10 ml ingedampt en vervolgens werd na 10 minuten de 
vaste stof afgezogen en 2x met aethanol gewassen. Verkregen 
0. 81 g (11%) smp. 124-130OC; 
(α)!, 1 = -48. 90 (c = 2. 85 in water). 
Na kristallisatie uit dioxaanwas het smeltpunt 114-1230C, na 
kristallisatie hiervan uit aethanol: 108-116OC, nogmaals uit 
aethanol: 104-llloC. 
U.V. -spectrum: λ max. 225 my ε = 1800 (water, methanol) 
I.R.-spectrum (in KBr): 3170, 2770, 2677 cm-1 zuur proton. 
1730 cm-1 c = 0 , 1656 cm-1 c=N, 1422 c m " ! CH2 naast C=0 
(I.R. 2). 
(in methanol): 1693 c m - 1 C=0 en C=N. 
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Gevonden: С 44.4; H 6. 0; О 42. 0; Ν 7. 6 
Ber.voor: 
C 7 H 1 1 0 5 N < 1 8 9 · 1 6 ) : C 4 4 · U i H 5 · 8 7 ; 0 4 2 · 2 9 i N 7 · 4 0 · Stikstofbepaling als ШІз+): N a 4 | uur verwarmen op 800C met 
verzadigde NaOH oplossing werd 6. 8% N gevonden als over-
gedestilleerde NH3. 
3-Deoxy-l-imino-D-lyxo-heptulosono-1,4-lacton ХЛэ 
10 g ШЬ werd met 50 ml "Amberlite I. R. 120 H" en 100 ml 
water gedurende drie uren bij kamertemperatuur geroerd. Na 
filtratie van de ionenwisselaar en uitwassen hiervan met warm 
water (10x met 70 ml) tot neutrale reactie, werd het filtraat 
tot stroop ingedampt in vacuo. Nadat de kristallisatie volledig 
was, werd de vaste stof van de resterende stroop gescheiden 
door roeren met 10 ml aethanol en afzuigen. 
Opbrengst 0. 73 g (10%) smp. 151-1580C; 
( α ) 2 2 = + 21. 70 (с = 1. 0 in water). 
Na kristallisatie uit azijnzuur-water bedroeg het smeltpunt 
148-1530C,na 2x kristallisatie uit aethanol: 144-1480C. 
U. V. -spectrum gelijk aan dat van Xla. 
I.R. -spectrum (in KBr): 3170, 2770, 2678 cm-1 zuur proton, 
1738 cm-1 c = 0 , 1663 cm-1 C=N, 1419 cm-1 CH2 naast C O 
(I. R. 3). 
Gevonden: С 44.6; Η 5.5; О 42. 5; Ν 7. 5 
Ber. voor: 
C7H11O5N (189.16): С 44.44; Η 5.87; О 42.29; N 7 . 4 0 . 
Oxydatie van Xa met H2O2 
2-deoxy-D-gluconzuur phenylhydrazide 
0. 213 g Xa werd opgelost in 1 ml water en 0.1 ml 25% H2O2 
werd toegevoegd. De oplossing werd 3/4 uur op 50-7 OOG ver­
warmd. Geen gasontwikkeling was waarneembaar. Vervolgens 
werd even tot lOOoc. opgewarmd, waarbij enkele gasbellen ont-
') Analyse uitgevoerd op de Research Laboratoria van de NV. 
Philips-Duphar o. 1. v. Drs. R. J . E. Esser. 
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weken. Na aíkoelen en verdunnen met 10 ml ab s. aethanol werd 
in vacuo tot stroop ingedampt. Deze kristalliseerde onmiddel-
lijk. Papierchromatografiscii . .s Xa aantoonbaar naast ontle-
dingsproducten. 
Het vaste residu werd opnieuw opgelost in 1 ml water en hier-
aan 0.8 ml 25% H2O2 toegevoegd. Nu werd 2 uren op 70°C ver-
warmd. Enkele gasbellen ontweken. Nogmaals werd 0. 5 ml 
H2O2 en I m i water toegevoegd en 2 uren op 7 OOC verwarmd en 
tenslotte 5 minuten op 100oC. De oplossing werd tot stroop 
ingedampt. Deze stroop werd' met 0. 5 ml Phenylhydrazine 5 
minuten op lOOoc verwarmd. Het mengsel werd 3x met 3 ml 
aethylacetaat warm geëxtraheerd. Uit het gefiltreerde extract 
kristalliseerde bij afkoelen direct een stof uit, welke werd af-
gezogen en met aethylacetaat gewassen. Na kristallisatie uit 
1 ml abs. aethanol resulteerde 17. 7 mg smp. 156-1570C. 
Gevonden: С 52.8; H 6. 9; О 30. 6; N 1 0 . 5 . 
Ber. voor: 
C12H18O5N2 (270.28): С 53.32; H 6.72; 0 29.60; Ν 10.37. 
Uit 2-deoxy-D-gluconzuur werd op dezelfde wijze het phenyl-
hydrazide bereid. De verkregen stof smolt bij 151-1520C. 
Mengsmeltpunt van beide preparaten: 151-1530C. 
3-Deoxy-D - a r ab i n o -heptulosono-l,4-lacton 
semicarbazon Х Па 
97. 5 mg Xa werd opgelost in 1 ml water. Hieraan werd toege­
voegd 1 ml semicarbazide acetaat oplossing, welke bereid was 
door 1.2 g semicarbazide met 3ml azijnzuur en water tot een 
volume van 15 ml optelossen. De pH van het mengsel was 3. 5. 
Na 24uren staanbij kamertemperatuur en 24 uren bij 0oC werd 
2x5 ml aethanol toegevoegd en ingedampt. Vervolgens werd 10 
ml methanol toegevoegd en verwarmd, waarbij de stof kristal­
liseerde. Na afkoelen werd afgezogen en gewassen met metha­
nol en aether. 
Opbrengst: 82 mg (64.5%), ontledingspunt 210oC. 
(a)^ 3 = -115° (c = 1. 6 in water) 
U. V. -spectrum: λ max. 267 my ε = 16. 800 (water) 
λ max. 265. 5 ιημ ε = 15. 900 (methanol) 
I. R.-spectrum (in KBr): 1765 cm-1 c=0 lacton, 1682 c m " 1 
C=0 semicarbazon. 1656 cm-1 c=N, 1606 c m " 1 NH, 
1493 cm-1 NH2,1177 c m " 1 C-N. 
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Gevonden: С 38. 9; H 5. 5 ; О 37. 2; N17.0 
Ber. voor 
C 8 H 1 3 0 6 N 3 ( 2 4 7 · 2 1 ) : c 3 8 · 8 7 ; H 5. 30; О 38. 84; Ν 17.00. 
3-Deoxy-L-erythro-hexulosono-1,4-lacton semicarbazon 
Aan een oplossing van 91 mg 3 - d e o x y - L - e r y t h r o - h e x u l o -
sonzuur in 1 ml water werd een oplossing van 120 mg semi­
carbazide -HCl in 1. 5 ml water gevoegd. De gefiltreerde op­
lossing bleef 3 uren staan bij kamertemperatuur. Daarna werd 
in vacuo ingedampt, 2x10 ml abs. aethanol toegevoegd en weer 
ingedampt. Het residu kristalliseerde uit 10 ml warme metha­
nol bij afkoelen. Verkregen werd 55 mg met smp. 216-2180C 
onder ontleding, als tweede kristallisaat 50 mg met smp. 180oc 
onder ontleding. 
Totale opbrengst 105 mg (95%). (Q;)^ = -80o(c=1.0 in water). 
U.V.-spectrum: λ max. 267 myi ε = 17.000 (water) 
λ max. 266. 5 ιημ e = 15. 700 (methanol) 
I. R. -spectrum (in KBr): 1762 cm-1 C=0 lacton, 1724 c m " 1 
C=0 semicarbazon, 1653 c m - 1 C=N, 1612 cm-1 NH, 
1542 cm-1 en 1486 c m - 1 NH2, 1187 c m " ! C-N. 
Gevonden: С 38. 5; Η 5. 4; О 36. 8; Ν 19. 2 
Ber. voor 
C 7 H 1 1 0 5 N 3 (217.18): С 38. 70; Η 5. 11; О 36. 84; N19.35. 
Semicarbazonen van pyrodruivenzuur 
en pyrodruivenzure aethylester 
Deze stoffen werden gemakkelijk verkregen door oplossingen 
van semicarbazide - HCl en van pyrodruivenzuur in water 
resp. van de aethylester in aethanol samen te voegen. 
Pyrodruivenzuur semicarbazon smp. 2120C (onder ontleding) 
U. V. -spectrum: λ max. 248 ιημ ε = 9. 800 (water) 
λ max. 255 ιημ ε = 13. 900 (methanol) 
Pyrodruivenzure aethylester semicarbazon smp . 207-208oC 
(onder ontleding). 
U. V. -spectrum λ max. 257 ιημ e = 14. 000 (water) 
λ max. 259 ιημ ε = 13. 900 (methanol) 
88 
De b r o m e r i n g v a n Xa 
2,3-Dibroom-3-deoxy- D - a r a b i n o -
heptono-1,4-lacton Х Ша 
Aan een oplossing van 301 mg (1. 58 mmol) Xa in 10 ml water 
werd verzadigd broomwater toegedruppeld. De broomoplossing 
bevatte 0.18 mmol broom per ml blijkens titratie op kaneel-
zuur. Er trad onmiddellijk ontkleuring op tot 9. 5 ml (1. 71 
mmol) was toegevoegd. Bij verder toevoegen van broomwater 
trad langzame ontkleur ing op tot 18. 5 ml (3. 33 mmol) was 
toegevoegd, waarna de kleur bleef. De oplossing werd in va­
cuo ingedampt bij lage temperatuur tot + 1 ml, waarbij kris-
tallisatie begon. Na een nacht staan bij -20oC werd afgezogen 
na toevoegen van wat aethanol-aether (1:1). Uitgewassen werd 
met 5 ml aethanol-aether (1:2). 
Verkregen werd 49. 3 mg (8. 9%) smp. 1390C. 
LR. -spectrum (in KBr): 1780 c m " ! C=0 lacton. 
Gevonden: С 24. 6; H 2. 8; О 27. 8; Br 45. 9 
Ber. voor 
С7Н1о06Вг2(349. 98): С 24. 02; H 2. 88; О 27. 43; Br 45. 67. 
3-Broom-3-deoxy- D - a r a b i n o -
heptulosono-1,4-lacton XDCa 
De moederloog van Х ПІа (dibromide) werd ingedampt tot 
stroop. Deze werd gedurende de nacht bewaard in een exsic­
cator boven P2O5 en NaOH. Hierbij ontstond weer een kristal-
lisaat. Met 3 ml aethylacetaat werd de stof geroerd en af­
gezogen. Gewassen werd met aethylacetaat en aether. 
Opbrengst 50 mg (12%) smp. 190OC (ontl. ) 
(а)д = -36° (с = 1. 4 in methanol) 
U.V.-spectrum: λ max. 243 my ε = 8300 (water pH2) 
λ max. 272 my (pH8) 
λ max. 243. 5 my ε = 8750 (methanol) 
I. R. -spectrum (in KBr): 1765 en 1744 c m - ! C=0 lacton, 
1675 cm-1 C=C. 
Gevonden: С 30. 8; Η 3.7; 0 34.1; Br 31.1 
Ber. voor 
С 7 Н 9 0 6 В г (269. 06): С 31. 25; Η 3. 37; О 35. 69; Br 29. 71. 
89 
Het monobromide XlXa is ook te verkri jgen door Xa met 1 mol 
broom te behandelen. 
226 mg Xa (1.19 mmol) werd opgelost in 10 ml water . H i e r -
aan werd broomwater toegedruppeld tot geen directe ontkleu­
r ing optrad (1. 23 mmol broom). De oplossing werd in vacuo 
tot stroop ingedampt, welke na k r a s s e n kr i s ta l l i seerde . Na 
toevoei зп ап enkele mivan een mengsel van t e t r a , aethylace-
taat en aethanol werd af gezogen. Verkregen 55 mg smp. 190°C 
(ontl. ) 
Uit het f i l traat werd na indampen en laten kr i s ta l l i seren ach­
tereenvolgens in 3 f ract ies nog 97 mg (smp. 190°C) verkregen. 
Totaal opbrengst 152 mg (47. 5%). 
3-Deoxy-2-0-methyl - D - a r a b i n o -
heptono-2-een-l ,4-lacton XXa 
Aan 0. 2 g Xa in 3 ml water en 2 ml methanol werd in gedeel­
ten 40 ml aetherische diazomethaan oplossing + ) toegevoegd 
(overmaat). Na 2 uur staan werd in vacuo tot 3 ml ingedampt, 
waarna 2 x 2 5 ml abs. aethanol werd toegevoegd en af gedampt. 
De stof kr i s ta l l i seerde uit 3 ml aethanol. Verkregen werd 0.12 
g (56%) smp. 160-162OC en als tweede kr i s ta l l i saat 25 mg smp. 
146-152 0C. 
(ÛÎ)D = - 2 2 . 1 ° (с = 1.7 in water) 
U . V . - s p e c t r u m : λ max. 229 ιημ ε = 7900 (water) 
λ max. 229 ιημ ε = 8300 (methanol) 
L R . - s p e c t r u m (in KBr): 1769 c m - 1 C=0 lacton, 1662 c m - 1 
C=C; in methanol r e s p . 1761 en 1654 c m - ! 
Gevonden: OCH3 15. 3 
B e r . voor C8H12O6 (204. 18): OCH3 15.20. 
3-Deoxy-2-S-aethyl - D - a r a b i n o -
heptono-2-een-l,4-lacton XXIa 
0. 5 g Xa, 11 ml aethyl mercaptaan en 7 ml geconcentreerd 
zoutzuur werden onder koelen in ijswater samengevoegd. Dit 
+) Bere id volgens A. I. Vogel, Text-book of P r a c t i c a l Organic 
Chemistry 3e druk (1959) pag. 971. 
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mengsel werd gedurende 24 uren bij kamertemperatuur ge­
roerd. Ter verwijdering van aethylmercaptaan, water en HCl 
werd enige malen in vacuo af gedampt na achtereenvolgens toe­
voegen van aethanol (2 χ 25 ml) en benzeen-aethanol ( 3 : 1 ; 
2x40 ml). Tenslotte werd tot stroop ingedampt, welke tot kris-
tallisatie werd gebracht door oplossen in 5 ml aethylacetaat 
en toevoegen van 15 ml aether. „„ 
Verkregen 79 mg (13%) smp. 130-132OC. ( a ) ^ =-64° (c=l. 1 
in methanol). 
U. V. -spectrum: λ max. 270 m\i ε = 6400 (methanol). 
I. R. - spectrum (in KBr) : 3070 cm-1 CH naast C=C, 1740 -
1723 cm-1 c=0 lacton, 1586 c m " ! C=C. 
Gevonden: С 46. 0; Η 6. 3; О 33. 8; S 13. 9. 
Ber. voor 
c 9 H i 4 0 5 s ( 2 3 4 · 2 7 ) : c 4 6 · 1 5 ; H 6 · 0 3 ; 0 3 4 · 1 6 ί s 1 3 · 6 9 · 
3-Deoxy- D - a r a b i n o - heptulosono-1,4-lacton 
diaethyl dithioacetaal ХХПа 
Het filtraat van XXIa (thioenol aether van Xa) werd ingedampt 
tot stroop. Deze werd in 3 ml benzeen opgelost door verwar­
men. Hieruit kristalliseerde ХХПа. „„ 
Opbrengst 0. 21 g (27%) smp. 95-960C. (£*)£ = +13. во (c=l. 7 
in methanol). 
I. R. -spectrum iin KBr): 1753 c m - 1 C=0 lacton, 
3470, 3260 cm-i OH. 
Gevonden: С 43. 8; H 6. 7; О 27. 6; S 21. 8. 
Ber. voor 
C11H20O5S2(296. 41): С 44. 57; H 6. 80; О 26. 99; S 21. 62. 
Methyl (methy l-3-deoxy-D-arab ino-
heptulosid)onaat ХХШа 
0.25 g Xa werd opgelost in 60 ml methanol. Hieraan werd toe­
gevoegd 0.8 g droge "Amberlite Ш 120 H" en vervolgens werd 
gedurende 24 uren gekookt. De oplossing werd gedecanteerd 
en de ionenwisselaar werd 5x met 20 ml methanol gewassen. 
De totale oplossing werd ingedampt. De verkregen stroop kris­
talliseerde uit 3 ml dioxaan en 5 ml aether. Na een nacht staan 
in de ijskast werd af ge zogen 99 mg (32%) smp. 147-1490C na 
kristallisatie uit 5 ml aethylacetaat. 
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(α)* = + 66. 2° (с = 1.3 in water). 
I. R.-spectrum (in KBr): 3432, 3330 c m - 1 OH, 1740 C=0 es­
ter, 1174 cm-1 C-O ester. 
Gevonden: С 45. 8; Η 6. 8; О 47. 9; ОСНз 25. 9 
Ber. voor 
C9H16O7 (236.22): С 45.74; Η 6.83; О 47.44; ОСНз 26.28. 
3-Deoxy -D-arabino-heptulosono-1,4-lacton 
phenylhydrazon XXVa 
0. 2 gXawerd met 0.2 ml Phenylhydrazine 2 min. opeen stoom-
bad verwarmd. Na toevoegen van 1 ml water werd de gekris-
talliseerde stof afgezogen en met water gewassen. Na kristal-
lisatie uit aethanol werd verkregen 179 mg (61%) smp. 217-
2190c. 
(<*£ = -ІОЗО (c = 1. 0 in methanol). 
U. V.-spectrum: λ max. 232 т у е = 10. 500, 294. 5 т у е = 7900, 
332 т у e = 22. 500 (methanol)(U. V. 4) 
1. R.-spectrum (in KBr): 3350 cm-1 OH, 3260 cm-1 NH, 
1743 cm-1 C=0 lacton, 1586 c m " ! C=N, 1500 c m - 1 C=C 
arom., 1423 cm-1 CH2 naast C=N. 
Gevonden: С 54.4; H 5.7; О 29.0; N10.0 
Ber. voor 
Cl3Hl6O5N2(280.28): С 55.71; H 5. 76; О 28. 54; N10.00 
З - ^ ' , S'-anhydro - D - a r а.Ыпо-2\ ,А\ 5'-
tetraiydroxypentyl)-2(lH)-chinoxalinon XXVHa 
1. uitXIa 
1 g o-Phenyleendiamine werd opgelost in 25 ml warm water. 
Na afkoelen werd hierin 1.5 g Xla opgelost, waarbij de oplos­
sing geel kleurde. Nadat de lucht boven de vloeistof door N2 
verdrongen was, werd 6 ml 2n zoutzuur toegevoegd. Na 2 uren 
werd de kristallijne stof afgezogen en met water gewassen (2x 
5 ml). Na drogen verkregen 1. 28 g smp. 215-2170C na kris-
tallisatie uit 40 ml abs. aethanol. Uit het reactiemengsel werd 
nog een tweede fractie verkregen 0.12 g. 
Totaal opbrengst 1. 40 g (68%). 
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(û!)22 = -29. io (с = 1. 5 in dimethyl formamide). 
U. V. -spectrum: λ max. 229 т ц e = 21. 200, 280 πψ ε = 6050 
en 340 m\i e = 7000 (methanol) (U. V. 5). 
I. R.-spectrum (in КВг): 1650 cm-1 C=0, 1565 c m - ! amide, 
1500 c m " 1 aromaat C=C (I. R. 4). 
Gevonden: С 59.2; H 5 . 5 ; О 24.4; N10.6 
Ber. voor 
C13H14O4N2 (262. 26): С 59. 54; H 5.38; 0 24.40; N10.68 
2. uit 3-deoxy - D - a r a b i n o - h e p t u l o s o n z u u r Via 
verkregen door hydrolyse van Xa 
0.3 g Xawerd in 6 ml water opgelost en hieraan 4 ml 2 η zout­
zuur toegevoegd. De hydrolyse werd 48 uren bij kamertempe­
ratuur voortgezet. Op een dunnelaagchromatogram was Xa 
daarna nog zwak aantoonbaar,doch de oplossing bevatte over­
wegend het zuur Vla. Rf 0.4, drager: cellulose poeder Mache-
rey-Nagel MN 300 (gewassen met water, methanol en aether), 
loopmiddel: butanol/azijnzuur/water 4 : 1: 1, kleurreacties: 
o-phenyleendiamine, aniline-xylose. 
De oplossing werd vervolgens tot stroop ingedampt, opgelost 
in 3 ml water en hierbij werd een hete oplossing van 0. 25 g 
o-phenyleendiamine in 5 ml water geschonken. Daarna werd 
met 2 ml water nagespoeld en 5 ml 0. 5 η zoutzuur toegevoegd. 
De gele oplossing werd onder N2 in de ijskast bewaard. Na 2 
weken werd de gekristalliseerde stof afgezogen en met aetha-
nol en aether gewassen: 69 mg. smp. 213-2140C na kristal-
lisatie vut aethanol (3x). Mengsmeltpunt metXXVIIa 213-2140C. 
U. V. - en I. R. -spectra identiek met die van ХХ Па. 
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonzuur Vla 
17 g Ша werd opgelost in 100 ml 1 η zoutzuur, vervolgens 
24 uren bij kamertemperatuur en 48 uren bij 0oC weggezet. 
Daarna werd in vacuo tot stroop ingedampt; tweemaal werd 
25 ml abs. aethanol toegevoegd en afgedampt. Door oplossen 
van de stroop in SOmldioxaan en filtreren werd het uitgekris­
talliseerde ammonium chloride en aniline-HCl verwijderd. Na 
indampen tot stroop werd in 30 ml water opgenomen. Met 5 g 
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.zilvercarbonaat werden de СГіопеп verwijderd. Aan het fil­
trant (met wasvloeistof totaal + 70 ml) werd 50 ml 'Amberlite 
L R. 120 H' toegevoegd en 30 minuten bij 70-7 50C geroerd. 
Na decanteren en uitwassen van ionenwisselaar (10 χ 30 ml 
warm water) werd in vacuo ingedampt tot 40 ml, met wat kool 
geschud, gefiltreerd en verder tot stroop ingedampt. Het pa-
pierchromatogram hiervan is besproken op pag. 66. 3. 9 g 
van deze stroop opgelost in 25 ml van het te gebruiken loop­
middel werd op een cellulose kolom gebracht. Whatman nr. 1 
cellulose poeder, 0 4.8 cm, lengte 40 cm, gewassen met het 
loopmiddel tot kleurloos filtraat. Geëlueerd werd met butanol/ 
azijnzuur /water 4 : 1: 1. 
Van het eluaat werd het geleidingsvermogen gemeten. Na + 
500 ml nam de geleidbaarheid toe en werd het eluaat opgevan-
gen in reageerbuizen in fracties van 10-12 ml. Totaal werden 
72 fracties opgevangen. Van de even genummerde fracties. 1-
36 werden dunnelaagchromatogrammen gemaakt en gekleurd 
met per jodaat-thiobarbituurzuur. De eerste buizen bevatten de 
stoffen met hoge Rf waarden ( > 0. 6). Het heptulosonzuur Vla 
was duidelijk aanwezig in de fracties na nr.16. De fracties na 
nr. 28 bevatten vrijwel uitsluitend Vla. De buizen 29-38 wer-
den gezamenlijk tot stroop ingedampt. Het papierchromato-
gram hiervan (S en S 2043 bm, butanol/azijnzuur/water 4 : 1 
: 1) vertoonde een vlek Rf 0. 23 - 0. 29 met aniline-xylose, Rf 
0. 05 - 0. 29 en zwak 0. 70 met per jodaat-thiobarbituurzuur. 
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HOOFDSTUK 6 
RESULTATEN VAN DE NEURAMINIDASEREMMINGSTEST 
6.1 M e t h o d e 
De bepaling van de enzymremming door de in de voorgaande 
hoofdstukken beschreven stoffen is uitgevoerd volgens een door 
Burnetll4 beschreven methode"1"). Chemische methoden, be-
rustend op de color imetrische bepaling van het afgesplitste of 
nog in het resterende substraat aanwezige N-acetylneurami-
nezuur, waren niet bruikbaar, omdat de meeste van de te on-
derzoeken verbindingen eveneens debetreffende kleurreacties 
gaven (Warren- en Ehrlich reacties). De bepaling van de en-
zymactiviteit volgens Burnet berust op de volgende verschijn-
selen: 
1. Het vermogen van influenza virus om agglutinatie van ery-
throcyten te veroorzaken. Door verwarmen op 560C in be-
paalde media kan men de enzymactiviteit van het virus ver-
nietigen, echter de haemagglutinerende werking in stand 
houden. Dergelijk virus wordt indicatorvirus genoemd. 
2. De eigenschappen van verschillende mucoproteinen (voor-
komende o.a. in ei, urine, serum) om de haemagglutinatie 
activiteit van indicator virus te remmen. Deze haemagglu-
tinatie remmende werking van de mucoproteinen kan door 
neuraminidase worden verminderd, doordat N-acetylneura-
minezuur wordt afgesplitst. De afname van de haemagglu-
tinatieremmende werking (remtiter) van het mucine per 
tijdseenheid is een maat voor de enzymactiviteit. De mate, 
waarin een stof de enzymactiviteit remt, volgt nu uit een 
verminderde afname in haemagglutinatie remmingstiter. 
(Bij volledige remming is de afname o). Deze bepaling wordt 
als volgt uitgevoerd: 
+) Deze bepalingen zijn uitgevoerd o.l.v. Drs. Th. A.C.Bosch-
man, op de Research Laboratoria van de N.V. Philips-Du-
phar. 
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De te onderzoeken stof wordt met het influenzavirus gedu-
rende 30 minuten op 370C voorgeincubeerd, waardoor de 
remstoffen gelegenheid hebben voldoende met het enzym in 
contact te treden. Vervolgens wordt een mucoproteine-op-
lossing toegevoegd. Een deel van dit mengsel wordt op 370C 
geincubeerd, de rest wordt direct op 650C verhit geduren-
de 30 minuten, waardoor zowel de enzym- als de haem-
agglutinatie activiteit van het virus wordt vernietigd. 
Hiermede is de beginwaarde van de haemagglutinatierem-
mingstiter te vinden. Hiertoe wordt de oplossing in een 
reeks verdund en aan iedere verdunning een constante hoe-
veelheid erythrocyten en indicatorvirus toegevoegd en na-
gegaan, bij welke verdunning nog juist geen haemaggluti-
natie optreedt. Uit het geincubeerde mengsel worden na be-
paalde tijdsintervallen monsters genomen en eveneens 30 
minuten op 650C verhit. 
Van deze monsters wordt nu ook de haemagglutinatierem-
mingstiter bepaald. De enzymactiviteit zonder remstof 
wordt in een blanco bepaling op dezelfde wijze gevonden. 
Uit de gevonden haemagglutinatieremmingstiters wordt de 
remmingsactiviteit berekend. Deze wordt uitgedrukt in de 
Kernwaarde (Rw),welke gedefinieerd wordt als de negatie-
ve logarithme van die concentratie remstof, waarbij 50% 
remming optreedt. 
6.2 R e s u l t a t e n 
In tabel 6 zijn de resultaten vermeld. 
De 3-deoxy-aldulosonzuren en hun derivaten waren negatief in 
deze test. 
T a b e l 6 : Kernwaarden van de neuraminezuur derivaten. 
Stof Rw. 
1 N-acetylneuraminezuur 2.4 
2 Methoxyneuraminezuur 1. 9 
3 N-acetylmethoxyneuraminezuur 2.1 
4 N-trifluoracetylmethoxyneuraminezuur 2. 4 
5 N-benzoylmethoxyneuraminezuur 2. 3 
6 C7-methoxyneuraminezuur 2. 4 
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T a b e l 6 (vervolg) 
Stof Rw. 
7 N-acetyl-C7-inethoxyneuraminezuur 2.4 
8 N-benzoyl-C7-methoxyneuraminezuur 1. 3 
9 N-trifluoracetyl-C7-methoxyneuraminezuur 2. 5 
10 N-acetylmethoxyneuraminezure methylester 2. 0 
11 N-acetylmethoxyneuraminezuur amide 1. 8 
12 n-Butoxyneuraminezuur ^ 2. 0+) 
13 N-acetylneuraminezuurlacton diaethyl dithioacetaal 2,4 
14 N-acetyl-2-deoxo-neuraminezuurlacton 1.7 
15 O, N-hexaacetylneur amine zuur <1. 2 
Neuraminidasebron: influenza virus stam Al FMI (1947 U. S. 
A. ) eindconcentratie 13 C. C. A. Indicator virus: idem 30 mi­
nuten op 560C verhit in citraat-boraat buffer pH 8. 6. Eind-
concentratie 3 C. C. A. 
Substraat: urine mucine bereid volgens Tam m en Horsfal lH 5 
(p-fractie). 
Eindconcentratie 84 γ/ml. 
Erythrocyten: kippenerythrocyten 2% suspensie in met phos-
phaat gebufferde physiologische zoutoplossing. 
Eindconcentratie 0. 5% suspensie. 
6.3 D i s c u s s i e 
De invoering van de methoxygroep aan С2 in N-acetylneurami-
nezuur blijkt affiniteitsverlagend te werken (3 zwakker dan 1), 
wellicht door een verkeerde configuratie van deze groep ver­
geleken met de configuratie van N-acetylneuraminezuur in de 
substraten van neuraminidase. Dezelfde verklaring kan gelden 
voor de geringere affiniteit van het butoxyneuraminezuur (12). 
De substitutie aan de aminogroep blijkt van invloed te zijn: de 
affiniteit neemt toe in de reeks H, acetyl, benzoyl, trifluor-
acetyl. Bij de laatste verbinding is het ongunstige effect van 
de methoxygroep aan C2 weer te niet gedaan. 
Opvallend is,dat de verwijdering van de groepen Cs en С9 bij 
+ ) Door de geringe hoeveelheidbeschikbare stof slechts in la­
ge concentratie getest (4.10-3 M). 
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het Cy-methoxyneuraminezuur de affiniteit niet doet dalen en 
dat zelfs de ongunstige effecten van de methoxygroep aan C2, 
waarvan de configuratie gelijk is aan die bij methoxyneurami-
nezuur, en het ontbreken van de acetylgroep afwezig zijn (6). 
Het kan zijn, dat door het ontbreken van "de staart" aan het 
molecuul, dit op een andere wijze aan het enzym hecht. Dit zou 
dan tevens verklaren, waarom de invoering van de acetyl- en 
trifluoracetylgroep aan het aminostikstofatoom in deze reeks 
geen invloed heeft (7 en 9). Voor het merkwaardigerwijze ont­
breken van affiniteit van de benzoylverbinding (8) is echter 
geen verklaring bekend. 
Verrassend is ook, dat het dithioacetaal van N-acetylneurami-
nezuur (13) zowel als lacton als na hydrolyse met loog, de­
zelfde Rw heeft als het N-acetylneuraminezuur, hoewel de 
structuur verschillend is. Het dithioacetaal heeft een γ-lacton-
respectievelijk acyclische structuur na hydrolyse en N-ace­
tylneuraminezuur heeft eenpjrranose vorm. Weliswaar kan dit 
zuur in vrije toestand in de acyclische ketovorm overgaan, 
doch in de glycosidische gebonden vorm, waarin het inde sub­
straten van neuraminidase voorkomt, is dit niet mogelijk. Het 
is dus voor de hand liggend aan te nemen, dat ook het dithio­
acetaal zich op een andere wijze aan het enzym hecht, waarbij 
blijkbaar wel de receptoren voor het substraat afgedekt wor­
den. Het belang van de dithioacetaal groepering blijkt uit de 
grote daling van de Rw na afsplitsing van deze groep (14). 
Zoals te verwachten is, doet acetyleren van de hydroxylgroe-
pen de affiniteit vrijwel geheel verdwijnen (15). 
Substitutie aan de carboxylgroep verlaagt de affiniteit (10 es­
ter en 11 amide). Uit het feit, dat de aldulosonzuren geen rem­
ming vertonen, blijkt dat deze een te vergaande vereenvoudi­
ging van het N-acetylneuraminezuur betekenen. Gezien de rem­
ming van het C7-methoxyneuraininezuur lijkt het echter niet 
uitgesloten dat het 3-deoxy-L- а г ab i η o -heptulosonzuur (dat 
dezelfde configuratie als het C7-neuraminezuur bezit) affini­
teit voor neuraminidase zal hebben, waarbij het evenwel mo­
gelijk is, dat de hechting gedeeltelijk aan andere receptoren 
plaatsvindt, zoals dit vermoedelijk ook bij het C7-methoxy-
neuraminezuur het geval is. Door het optreden (waarschijn­
lijk) van hechting aan andere receptoren bij de C7 structuren 
en het dithioacetaal, is een beoordeling van de betekenis van 
de afzonderlijke groepen van het N-acetylneuraminezuur mo­
lecuul voor de hechting aan het enzym, slechts bij С9 verbin­
dingen in pyranose vorm mogelijk. Geen van de onderzochte 
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verbindingen vertoonde een grotere remming dan N-acetyl-
neuraminezuur. Een onderzoek naar de biologische betekenis 
van neuraminidase is derhalve met deze stoffen niet mogelijk. 
Door MohrllG zijn eveneens enkele derivaten van N-acetyl-
neuraminezuur op hun remming van neuramimdase onderzocht: 
methoxyneuraminezuur, met diazomethaan veresterd N-ace-
tylneuraminezuur en met perjodaat behandeld N-acetylneura-
minezuur ter verwijdering van Cs en С9. Geen van deze pre­
paraten vertoonde een eenduidige remming. Mohrll6 gebruik­
te evenwel een ander enzym (R. D. E. ) en een ander substraat 
(erythrocytenstroma), zodat vergelijking met onze resultaten 
niet goed mogelijk is. 
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S U M M A R Y 
Дп order to investigate the influence of variations of the N-
acetylneuraminic acid molecule on the affinity of this substan­
ce for the influenza virus neuraminidase, some derivatives 
and analogues of neuraminic acid have been prepared. The 
neuraminic acid derivatives include variations of the acyl sub­
stitution on the amino-group of methoxyneuraminic acid and 
methoxyneuraminic acid shortened by two С atoms, the diethyl 
dithioacetale and its reduction product. The analogues of neur­
aminic acid include some 3-deoxy-aldulosonic acids and deri­
vatives. We synthesized the four isomeric 3-deoxy-hexulosonic 
acids. Starting from D-glucose and D-galactose,the synthesis 
of the corresponding 3-deoxy-heptulosomc acids was invest­
igated. The 1,4-lactone of 3-deoxy-D-arabino-heptulosonic 
acid was isolated in the crystalline state. 
The structure and chemical properties of this compound were 
described. The keto-group of the lactone proved to be enol-
ized, which was confirmed by the U.V.- and I. R. -spectra. The 
enol-lactone is not stable in aqueous solution. The decompo­
sition has its maximum velocity at a pH corresponding to the 
pK value of the enol. This decomposition is probably an aldol 
condensation of the enolate ion with the ketolactone, which 
species is present in aqueous solution. Beyond the enol-lactone 
an imino-lactone was obtained as a byproduct. The most pro­
bable structure of this compound i s a l-imino-2-keto-l,4-lac-
tone, as was suggested by the I.R. -spectrum. By chromato­
graphy on a cellulose column the 3-deoxy-D-arabino-heptulo-
sonic acid was obtained as a chromatographicallypure syrup. 
Starting from D-galactose only the corresponding l-imino-2-
keto-1,4-lactone was isolated. In addition, some derivatives 
of the 3-deoxy-D-arabino-heptulosonic acid were prepared. 
The structures of these compounds were established by anal­
ysis and their spectra. 
The lactone-group was observed to have a considerable in-
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fluence on the U. V. -spectrum in the case of the semicarba-
zone of the 3-deoxy-hexulo-and heptulosonic acids. The molar 
extinction was higher and the absorption maximum shifted to 
a longer wavelength compared with the spectrum of the non-
lactonized form. 
The affinity of these substances for the influenza virus enzyme 
was investigated by estimating the inhibition of the splitting of 
urine mucin by this enzyme. 
This splitting was followed by measuring the decrease in the 
haemagglutination inhibition titre of the mucin. Only the neur-
aminic acid derivatives appeared to have affinity for the en-
zyme. The results are described in chapter 6. 
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(De onderstreepte paginanmnmers verwijzen naar de berei­
ding). 
blz. 
2(lH)-Chmoxalmon, З - ^ ' , S'-anhydro - D - a r a b i n o -
2', 3», 4' , S'-tetrahydroxylJpentyl 
Heptono-1,4-lacton, 2,3-dibroom-3-deoxy-
D - a r a b i n o 
Heptono-2-een-l, 4-lacton, 3-deoxy-2-S-aethyl-
D - a r a b i n o 
3-deoxy-2-0-methyl-D-arabino 
2,3-dideoxy-l-imino-2-phenylamino-
D - a r a b i n o 45, 82 
2,3-dideoxy-l-imino-2-phenylammo-D-lyxo 45, 83 
2,3-dideoxy-2-phenylainino-D-arabino 46, 83 
2,3-dideoxy-2-phenylamino-D-lyxo 46, 84 
Heptononitril,2-deoxy-2-phenylainino-D-galacto 44, 82 
2-deoxy-2-phenylamino-D-gluco 44, 81 
Heptulosidonzuur, methyl-3-deoxy-D-arabino 
methylester 70, 91 
Heptulosono-1,4-lacton, 3-broom-3-deoxy-
D - a r a b i n o 58, 89 
3 - d e o x y - D - a r a b i n o 47, 84 
3 - d e o x y - D - a r a b i n o diaethyl dithioacetaal 70, 91 
3 - d e o x y - D - a r a b i n o phenylhydrazon 71, 92 
3 - d e o x y - D - a r a b i n o semicarbazon 54, 87^  
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Heptulosono-1,4-lacton, 3-deoxy-l-imino-
D - a r a b i n o 
3-deoxy-l-iinino-D -1 y χ о 
Heptulosonzuur, 3 - d e o x y - D - a r a b i n o 43, 
Hexulosono-1,4-lacton, 3 - d e o x y - L - e r y t h r o 
semicarbazon 
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